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PROMOTEURS CHIMERIQUES D' EXPRESSION, CASSETTES D' EXPRESSION , 
VECTEURS, PLANTES ET SEMENCES TRANSGEN IQUE S LES CONTENANT , ET 
METHODES DE LEUR OBTENTION. 



5 [DESCRIPTION] 

La presente invention concerne des promoteurs chimeriques 

d' expression, destines notamment a une mise en oeuvre dans le 

domaine la biotechnologie vegetale. 

Demaniere generale, les promoteurs d' expression sont connus dans 
10 le domaine de la biotechnologie et de la manipulation genetique.- 
S'agissant plus particulierement de la biotechnologie vegetale, le 
taux d' expression d' un gene codant pour un polypeptide a produire 
dans une cellule hote est souvent dependant du promoteur utilise. 
Le probleme est que les different promoteurs utilises couramment 
15 sont souvent limites a des applications ou des tissus 

particuliers, en raison de leur specificite tissulaire ou 
puissance d' expression. On peut, par exemple, citer le promoteur 
35S du virus de la mosalque du chou fleur comme un promoteur 
relativement fort, compare par exemple au promoteur provenant du 
20 gene nos, ces deux promoteurs etant plus particulierement utilises 
dans le domaine de la biotechnologie vegetale. II existe done un 
besoin pour de nouveaux promoteurs permettant de pallier les 
inconvenients de la mise en oeuvre des promoteurs actuels. 
Une tentative de combler ce besoin a ete rapportee dans la demands 
25 de brevet PCT, publiee sous le numero WO 97/48819, qui decrit des 
promoteurs derives du virus de la mosalque de cassava (CsVMV:) , 
tous comportant une partie de sequence d' acide nucleique 
presentant 18 nucleotides sequentiels dont l'homologie est d' au 
moins 80% comparee a une sequence de reference identifies dans la 
30 demande . 

Les expressions utilisees dans la description et les 
revendications ont la signification suivante : 

- "acide nucleique" signifie ADN ou ARN / 

- -sequence d' acide nucleique" signifie un oligomere ou polymere, 
35 simple ou double brin, de bases nucleotidiques lues a partir de 



3 

1'extremite 5' vers 1' extremi tA t< 

autoreplicant., „ eXtrsmits 3 ' at comprend des plasmides 

anfectxeux o U non, et de i-aw, „ 1 , ARN , fonc tionnel m ' 
non- t onctionnel. Dans la notation nucl6ot 1 £ 

5 presente demande, sauf mention particulate V 

s^ence nucleotide simple ^ ~« 

est faJr ^ Mdirectement de la sequence a laguelle il 

.0 aldit P« exempt par substitution, deletion 

addrtron, ffiutation; £ragmsntation; et/ou tion, 

plusieurs nucleotide . OU 



— ^ /■ 

u;i p :::::: u d r :a::d: s :::r ce d,acide ™— — 
t«duct 9 ion eV:r e :r r^rr 011 de d§marrage de ia 

liaison de 1-*™ polymerLe et d^aut """"'""■"^ et * 
transcription , prot ^= P°«r la 



- "promoteur vegeta!" est un promoteur capable d-initier la 
transcription dans des cellules vegetales , 

promoteur constitni-n -F" 

20 fences ,a Cide iq ^ 

audit promoteur dans r """^ ^"tionnelle 

P omoteur, dans tous ou pratiquement tous les tissus 
l'organisme note pendant tont- i « ^ - -, tlSSUS de 

- » D ro m «■ developpement dudit organisme • 

promoteur tissulaire specific" 9 me ' 

,, ^etirique est un promoteur M n=hi« 

d'exprimer de maniere selective de, . ' capable 

* - de mani.e o^^'^ -^^r ^'J^ 
txssus specifiques de l'organisme note ; certaxns 

- "Hees de maniere operationnelle" signifie i» t ■ 

traduction , "-"^xon et le codon de demarrage de la - 

" IZIZTI HZlirr SlSnlfie dSS — -leotidiques 

diriger 1 expression d'une sequence d'acide nucleigue, 



ou d'un gene, codant pour un polypeptide a produire dans un 
organisme hote compatible avec de telles sequences. De telles 
cassettes incluent au moins un promoteur et un signal de 
terminaison de la transcription, et optionnellement d'autres 
5 facteurs necessaires ou utiles a 1' expression ; 

- "vecteur" signifie des systemes d' expression, par exemple des 
projectiles enrobes d'ADN, des vehicules de transit a base 
d'acides nucleiques, des molecules d' acide nucleique adaptees pour 
livrer de 1' acide nucleique, et de l'ADN circulaire autoreplicant 
10 autonome, par exemple plasmides, cosmides, phagemides, etc. Si un 
micro-organisme ou une culture cellulaire recombinant est deer it 
comme hote d'un "vecteur d' expression", ceci inclut de l'ADN 
circulaire extrachromosomique (tel que par exemple de l'ADN 
mitochondrial ou chloroplastique) , de l'ADN ayant ete integre 
15 au(x) chromosome (s) hote(s), le vecteur pouvant etre soit replique 
de maniere stable par les cellules pendant la mitose en tant que 
.structure autonome, integre au genome de l'hote, soit maintenu 
dans le noyau ou le cytoplasme de l'hote ; 

- "plasmide" signifie une molecule d'ADN circulaire autonome 
20 capable de replication dans une cellule, et comprend a la fois les 
plasmides dits "d' expression" et les plasmides dits "de 
non-expression". Si un micro-organisme ou culture cellulaire 
recombinants est decrit comme hote d'un plasmide "d' expression", 
ceci comprend a la fois des molecules d'ADN circulaires 
25 extrachromosomiques et de l'ADN ayant ete integre au(x) 

chromosome (s) hote(s). Si le plasmide est maintenu par une cellule 
hote, le plasmide est soit replique de maniere stable par les 
cellules pendant la mitose en tant que structure autonome, soit 
integre au genome de l'hote ; 
30 - "sequence heterology" ou "sequence d' acide nucleique 

heterologue" signifie une sequence provenant d' une source, ou 
d'une espece, etrangere a son environnement, ou si elle provient 
du meme environnement, a ete modifiee par rapport a sa forme 
originale. La modification de la sequence d' acide nucleique peut 
35 avoir lieu par exemple par traitement de 1' acide nucleique avec 
une enzyme- de restriction pour generer un fragment d' acide 



nucleique capable d'etre lie de maniere operationnelle * un 
promoteur. La modification peut egalement avoir lieu par le Mais 
de techniques comme la mutagenese dirigee ; • 
- "boite" signif ie une sequence d' acide nucleique a laquelle une 
5 fonction regulatrice est imputee ,■ 

* 2Zli slgnl t is que la bolte et/ou ia s ^ uence »uci* lqu . 

a laquelle ce terme est assccie, comporte une certaine identite de 
sequence ou un consensus avec une boite et/ou une sequence ^acidl 
nucleique connue dite de r.f.rence, de preference une identity de 
.0 sequence d-au moins 501, de maniere plus preferee une identitl de 
sequence d'au moins 75,, et plus particulierement une identite de 
sequence d' au moins 90% avec la sequence de reference. Le 
Percentage d- identic de sequence est calculee sur la base d'une 
fenetre de comparison d> au moins 6 bases nucleotidiques . La 
.5 determination d'une fenetre de comparison peut etre effectu.e en 
utilisant des algorith.es d- alignment de sequences pour 
determiner une homologie avec une sequence de reference, par 
exemple Valgorithme d- homologie locale, Lalgorithme d- alignement 
d homologie, et 1-algorlthme de recherche de similitude, ces 
20 algorr hmes existant Element sous forme informatique, conlus 
sous les noms GAP, BESTFIT, FASTA et TFASTA. Le pourcentage 
d identite de sequence est obtenue en comparant la sequence de 

: f;;: u nce „ avec ia boite et/ - ^ --.o^ , 

Situee srgnif ie la position sur une sequence d' acide nucleique 
25 d'un element identifie, tel qu'une -boite", un site de 

restriction, ou un codon ayant une fonction particulate. La 

d^t r:i est tt par un chi£fre se ^ * ia - 

sens de 1 1 BCid * 1. 

30 t-J , * ^ Ce " e derni *"' *»■ le sens 

- "Plante transgenique" signifie une plante ayant ete obtenue par 
des techniques de manipulation genetique, et couvre les plaLes 
entieres obtenues, leur progeniture, ainsi que les organL 
vegetaux, par exemple les raoines, les tiges et les feuilles, 
obtenus par ces techniques. Les plantes transgeniques selon la 
presente invention peuvent avoir differents niveau de ploidie, et 



peuvent notamment etre polyplolde, diplolde, et haplolde • 
- "propagule- signify un amas ou une association de cellules 
vegetales, structure (e, ou non, permettant la regeneration a- une 
Plante entire, par exemples des explants, des cals, des tiges 
5 des feuilles, des racines, des boutures, et des semences ' 

La demanderesse de la presente invention a pris une approche ' 
difference de celle du deposant de la demande PCT discutee 
prealablement. En effet, la demanderesse de la presente invention 
areu SS1 , et ce de maniere surprenante, a produire des promoteurs 
10 cheques permettant de satisfaire au besoin decrit 

precedemment, et notamment permettant d' augmenter le taux 
d- expression d'un gene ou d'une sequence d'acide nucleique, codant 
pour un polypeptide 4 produire, dans une cellule h6te, et 
notamment une cellule vlgetale, par rapport aux promoteurs 
15 exrstants les plus couramment utilises. Par ailleurs la 
demanderesse a reussi en mime temps a produire une gamme de 
promoteurs de maniere a pouvoir choisir celui qu'il convient 
d utrlrser selon 1' application envisagee et 1'environnement de sa 

20 ZZ d"e° eUVre ' ^ alnSi ^ P ° UVOir COntr41er ^ <™ e 1- 
a pLduir:" 531011 341,6 * eXPrla " C ° dant — "» Po^ePtide 

Par consent, un objet de la presente invention est un promoteur 
Chl " enW d ' eXpreSSion covenant au moins une sequence d'acide 
nuclexque, derivee d'un premier promoteur vegetal comportant une 
regron promotrice d e 1- expression vasculaire vegetal, ladite 
reg.on promotrice vasculaire vegetale etant remplacee par une 
sequence d'acide nucleique, derivee d'un deuxieme promoteur 
vegetal et comportant une region promotrice de 1- expression dans 
des tissus verts vegetaux. 
30 De preference, le premier promoteur vegetal provient du virus de 
la mosaique Jaune de commelina (CoYMV, et le deuxieme promoteur 
vegetal provient du virus de la mosaique de cassava (CsVMV, 
De maniere plus preferee, les sequences d'acide nucleique 
proviennent des regions intergeniques des premier et deuxieme 
promoteurs . 

D'une maniere particulierement preferee, le promoteur chimerique 



d' expression comprend au moins une parti. H ' 

nucleique identifiee sous le , * SSqUence d ' -cide 

une partie d'une sllZle J T° SEQ ' ID01 * * U ^ 

numero SE Q . ID02 ! ^ nucl "W identifiee sous le 

5 De maniere plus particulierement prefere le nro - 

--.loo.. -Q^.rs^.r^"™ ies ~ — 

Selon un autre ob-i^t- ^ i 
10 decouvert gu-il^ ait ^ de m anderesse a 
d'expre^i Stalt P°=^t>le d'obtenir des promoteurs 

d expression chuneriques performants, en partant h> >. 
Promoteur d'origine viral. > - Partant d' une base de 

exogene promote! de ^essT 7 " » "^ nt 

De preference J.^ ! T * S * t ->" v « ts 

.5 d'origine virLe En out t Pr ° m ° teUr GI eSt 

h. ' et selon un mode prefere de 

de 1'rnvention, le promoteur d'origine viral. V P6Ct 
«, Mlqu . Jaune de co^elina (Co^ De a ^ ^ ^ *> 

l'««-nt exog.ne promoteur provi en7 u ZZTLT'?* 
cassava (CsVMV) pi u<5 la mos aique de 

20 GT rempiace 1- element Z*T ^ m °°** 1 '* lta » t 

tissus vasculaLe7<™ d u " Pr ° m ° teUr 1« 

( T) du P r °moteur d'origine viral. 

"endosperme like". aU moins une b°ite 

25 Selon un autre mode prefere i M ™- 

au m oins une boite -asi i^- L °<™"«t en outre 

«»t de i'eiement promoteur dans 7 T^" ° P * E '"»»"- « 
Selon encore un autre mode P 7e7 1 ^ 
outre au moins une boite »aL- "II d Pr ° m ° teU " =«P«nnent en 
30 amont de i'eiement PMo t^ ^1 ^"ienn.!!. en 

Selon encore un autre mode p^LV f " ^ ^ 

outre au moins une boite 7sl»7' 7 Pr ° m ° teUrS -™ent en 
amont de 1' element \ manl * re °P^«tion„elle en 

De manure l^Tj^Tl ^ """" 
35 choisi dans le Loupe Pr ° m ° teUr p "* c * d — **«it est 

1« numeros SEQ ID01 ZTlToT- »u. 

U.ID01, SEQ.ID02, SEQ.ID03, SEQ.ID04, SE0.ID05, 
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SEQ.ID06 et SEQ.ID07. 

Selon un autre ob 3 et de la presente invention, on prevoit une 
cassette depression comprenant au moins une sequence d' acide 
nucleique, derivee d- un premier promoteur vegetal comportant une 
5 reg.cn promotrice de 1' expression vasculaire vegetal, ladite 
region promotrice vasculaire vegetale etant remplacee par une 
sequence d' acide nucleique, derivee d' un deuxieme promoteur 
vegetal et comportant une region promotrice de 1- expression dans 
des trssus verts vegetaux, l es sequences etant li.es de maniere 
10 operatronnelle a une sequence d- acide nucleique * exprimer codant 
pour un polypeptide a produire, elle meme liee a une sequence 
d acide nucleique de terminaison de transcription 
De preference, et dans ce cas, ledit premier promoteur vegetal 
provxent du virus de la mosaique Jaune de commelina (CoW) et 
ledit deuxieme promoteur vegetal provient du virus de la mosaique 
de cassava (CsVMV, . Plus pref erentiellement encore, la cassette 
comprend au moins une partie d'une sequence d' acide nucleique 
identifiee sous le numero SEQ.ID01 fusionne a au moins une partie 

De maniere plus preferee, la sequence d' acide nucleique du 
promoteur chimerique de la cassette d- expression est choisie parmi 
le groupe consistent en les sequences identifies »,« 
SEQ.ID03, SEQ. ID04, SEO.ZD05, SEO.XD06 et iZl ^ 
25 Conformant » un autre objet de la presente invention, on prevoit 
une sequence d- acide nucleique promotrice isolee, choisie dans le 

SEQ.ID03, SEQ.ID04, SEQ.ID05, SEQ.ID06 et SEQ.ID07 

Encore un autre ob 3 et de la presente invention concerne des motifs 
30 desoxynucleotidiques pour 1'obtention des promoteurs ou des 

sequences d- acide nucleiques promotrices identifies precedemment . 

ces motifs peuvent etre : 

- des motifs de construction, ou "sens", c'est-a-dire des 
sequences qui se lisent dans le sens de lecture de la sequence 
final, soit a partir de 1'extremite 5' vers 1' extremite 3'; et/ou 

- des motifs de guidage, c'est-a-dire des sequences dont les 



sens' 



extremes comportent des bases se chevauchant avec les extremites 
des motifs de construction "sens". " 
Ainsi, et de maniere preferee, le motif d e construction 
correspond a au moins une sequence choisie dans le groups 
5 consistant en les sequences identifies sous les numeros SEQ ID08 
SEQ.ID09, SEQ.ID10, SEQ.ID11, SEQ.ID13, et SEQ.I D14 ' 
Par ailleurs, on prefere les motifs de guidage 

desoxynucleotidiques correspondant a au moins une sequence choisie 
dans le groupe consistant en les sequences identifies sous les 
10 numeros SEQ.ID15, SEQ.ID16, SEQ.ID17, et SEQ.ID18 

un iToll^ ^ ^ Pr§SSnte inVentl ° n ^ VeCtSUr «~t 

un promoteur, ou une sequence d' acide nucleique promotrice 

capable d' initier la transcription d'une sequence d' acide ' 
nucl.ique codant pour un polypeptide a produire, caracterise en ce 
que le promoteur ou la sequence d' acide nucleique promotrice 
correspond a un promoteur chimerique d' expression ou a une 
sequence d' acide nucleique promotrice tels que definis 
precedemment . 

De preference, le vecteur est choisi dans le groupe consistant en 
20 les vecteurs binaires identifies sous les numeros P MRT1152 
PMRT1171, et PMRT1172. 

Enfin, un autre objet de la presente invention est un precede 
detention d'un promoteur chimerique d' expression ou d'une 
sequence d' acide nucleique promotrice isolee tels que definis 
25 precedemment, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
consistant a : 

D , 7 e " ectUer une '•"ctlon de ligation en chains, appelee LCR, 
prodursan un ADN simple b rin CO ntinu a partlr d , au ^ 

desoxynucleotrdique de construction choisi parmi le groupe 
30 consistant en les desoxynucleotides "sens" SI, S2, S3, S4, S 5 36 
et S7 identifies sous les numeros SEQ.ID08, SEQ.ID09, SEQ XD10 ' 
SEQ.ID11, SEQ.ID12, SEQ.in 13 et SEQ . Im4 respectlvement( ' 
morns un motif de guidage desoxynucleotidique de construction de 
ladrte sequence d' acide nucleique promotrice ou du 
35 promoteur choisi parmi le groupe consistant en les 

desoxynucleotides de guidage GX, G2, S3 et G4 identifies sous les 
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numeros SEQ.ID15, SEQ.ID16, SEQ.ID17 et SEQ.ID18 respectivement • 

- effectuer une amplification PGR sur le simple brin obtenu 
dans 1'etape precedente permettant d'obtenir un ADN double brin 
correspondant au promoteur chimerique d' expression ou a la 

5 sequence d'acide nucleique promo trice; 

- eventuellement isoler le promoteur ou la sequence d'acide 
nucleique promotrice. 

Avantageusement, et de ma niere preferee, on phosphoryle les motifs 
desoxynucleotidiques de construction avant ligation. Plus 
.0 preferentiellement encore, la ligation s'effectue en presence d'au 

" 01I,S ^ llgaSe d,ADN da "= ™ thermocycleur, selon les conditions 
suivantes : 

un cycle d' environ une minute a environ 94 °c ; 

- huit cycles identiques chacun compose de la succession 
15 d'etapes suivantes : 

- une minute a.65°C, une minnfp a R7°o „ . 

w uue imnuTze a b/ c, une minute a 52 °C 

■une minute a 48°C, une minute a 43°C et dix minutes a 37°c ' 
Encore un autre but de la presente invention est une piante 
transgenique ayant integre de maniere stable dans son genome au 
20 moms un promoteur ou au moins une sequence d'acide nucleique 
promotrice tels que definis precedemment. 

De .preference, la piante transgenique est choisie parmi les 
especes dicotyledones, telles que la pomme de terre, le tabac le 
coton, la laitue, la tomate, le melon, l e concombre, le pois/le 
25 colza, la betterave, ou le tournesol, ou les especes 

monocotyledones, telles que le ble, Verge, 1'avoine, le ri Z , ou 
le mals. 

Encore un autre objet de la presente invention est une prppagule 
d une Piante transgenique telle que definie precedemment, et de 

30 preference cette propagule est une sentence.- 

Conformant a 1' invention, un autre objet es.t une cellule 
contenant un promoteur ou une sequence d'acide nucleique 
promotrice tels que definis precedemment, et de preference, cette 
cellule est une cellule vegetale. 

35 Selon un autre objet de 1' invention, on prevoit une methode 
d' expression d'une sequence d'acide nucleique, ou gene, codant 
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pour un polypeptide a produire, dans one cellule, caracterisee en 
ce qu'elle comprend les etapes consistant a : 

- transformer la cellule avec un vecteur comprenant au moins 
un promoteur ou au moins une sequence d' acide nucleique promotrice 

5 tels que definis precedemment ; 

- faire une culture de la cellule dans des conditions 
permettant 1' expression de la sequence d' acide nucleique, ou gene 
codant pour l e polypeptide. De preference, la cellule est une 
cellule procaryote ou eucaryote, et de maniere plus preferee est ' 

10 choisie dans le groupe consistant en les cellules microbiennes 
les cellules fongiques, les cellules d'insectes, les cellules 
anxmales, et les cellules vegetales, ' et plus pref erentiellement 
encore est une cellule vegetale. 

Selon encore un autre objet de la presente invention, on prevoit 
15 une methode detention d'une plante transgenique ou d' une 
propagule caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes 
consistant a : 

- transformer une cellule vegetale avec un vecteur comprenant 
au moins un promoteur ou au moins une sequence d' acide nucleique 

20 promotrice tels que definis precedemment ; 

- selectionner la cellule vegetale ayant integre le promoteur 
ou la sequence d' acide nucleique promotrice ; 

- propager la cellule vegetale transformee et selectionnee, 
soxt en culture, soit par regeneration de plantes entieres 

25 chimeriques ou transgeniques . 
DESCRIPTION DES FIGURES 

L' invention sera mieux comprise par la description detaillee des 
deferents modes de realisation donnes ci-apres a titre d' exemples 
non limitatifs, et en se referant au dessin en annexe, dans 
30 lequel : 

- les Figures I, II et III represented de maniere 
schematique des structures de constructions comparatives de 
reference, permettant de comparer les promoteurs chimeriques 
decrats dans la presente demande. Dans la Figure I, il s'agit 
35 d'une construction contenant le gene rapporteur de la 
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I ^-glucuronidase depourvue de toute sequence promotrice, et servant 

i done de controle negatif. 

* " la Fi <? ur e II represente de maniere schematique une 

construction contenant le gene de la B-glucuronidase sous controle 
5 du promoteur CaMV double 35S, servant de controle de reference 
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- la Figure III represente une construction servant de 
reference interne lors des experiences d- expression transitoire, 
•et.est composee du gene rapporteur luciferase sous controle du ' 

10 promoteur CaMV 35S ; 

- la Figure IV represente de maniere schematique la structure 
de quelques exemples de promoteurs chimeriques realises selon la 
presente invention. Les promoteurs chimeriques MPrlll6 et MPrll-17 
ont ete obtenus par la technique de Ib-PCR. MPrll46 et MPrll47 ont 

15 ete obtenus en clonant les elements activateurs asl et as2 du CaMV 
au niveau du site Drain. Le promoteur MPrll54 a ete obtenu en 
deletant les deux sequences »as-l like" de CoYMV presentes en 5- 
de MPrll47. L' ensemble de ces promoteurs a ete clone au niveau des 
Sites PstI et BamHI dans le vecteur pMRT1144 afin d'obtenir une 
20 fusion transcriptionnelle avec le gene rapporteur uidA ; 

- la Figure V represente des colorations histochimiques de 
feuilles de tabac transformees avec les differents promoteurs de 
1' invention. Les feuilles de tabac ont ete transformees par 
bxolistique a l'aidedu canon « PDSIOOO/He » (BIORAD) selon les 
25 caracteristiques suivantes : disques de rupture tares a 900 psi 2 
pg d'ADN bombardes en deux tirs successifs, projectiles constitues 
Par des billes d' or.de 1'ordre de 1 urn de diametre, materiel 
vegetal positionne a 6 puis 9 cm sous le macrocarrier . Apres 
bombardement, les feuilles ont ete incubees a 1'obscurite en 
30 chambre de culture pendant 48 heures pour permettre 1' expression 
du gene rapporteur. Les feuilles ont ensuite ete incubees dans du 
tampon phosphate 0,1 M contenant 2 mg/ml de X-Glu a 37 °c pendant 
24 a 48 heures, puis depigmentees dans un bain d' ethanol a 70%. 

- la Figure VI represente un graphique comparant l'activite 
35 promotrice relative des differentes constructions apres expression 
transitoire dans des feuilles de tabac. Trois jours apres 
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Standard a la Moyenne (SEM) . ^rreur 
Dans ces differentes figures cer^irc +- 

les- significations suivantes ' St sessions ont 

10 " ivf ^ S ' qUenCe C ° dant P ° Ur 13 glucuronidase , 
" IV2 = l lnt ron du gene de la patatine ; 

nos term = i e terminateur du gene de l« Wn n al • 

- 35S term — i j. . g e la N °P allne Synthase ; 

terra - l e tennmateur de 1 ' ARN 35S du CaMV • 

- CaMV = virus de la mosaique du chou fleur ; 

- as 1 = s , quence activatr±ce 1 ^ promoteur ^ ^ 

_ as-2 = sequence activatrice 2 du proraoteur 35S du CaMV , 
- le sxte de restriction de 1' endonuclease BamHI ; 
= = le sxte de restriction de 1' endonuclease EcoRI ; 

20 - P I le G sL^ Te ** HindXIX ; 

le sxte de restrxction de 1' endonuclease PstI • 
" S P = le site de restriction de 1 • endonuclease Sphl' 

- le sxte de restriction de 1 ' endonuclease Drain • 
" N - le site de restriction de 1' endonuclease Ndel ; ' 

25 r ™, SltS ^ reStriction de 1' endonuclease Spel ; 
2 -> ~ CoYMV = virus rip i =. •• . ' 

r,^r mosaique jaune de Comellina; 

- CsVMV = virus de la mosaique de cassava ; 
TATA = boite TATA ; 

- +1 - site d - initiation de la transcription ; 

like" sxgnifie que la sequence n'est r>as mr)= h 
30 sequence de referee homologue a la 

e ae reference, comme precedemment defini. 

EXEMPLES 
Exemple 1 

C onstructions <,^^<, ^ s , tAm „ <n ., 
•5 Pour p ermettre la comparaisQn des prMoteurs chln ^ iques d ^ rits 
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t::: sr^ir; ;r. codant ia (Jeffarson 

li^cM IV2) a ete place sous contr61e de l'un d*. 

5 ::;:;:r du 9tee de ia — — « " ~ " s et du 

1.1. Construction du temoin negatif pMRT1144 

Pour faciliter les clonages, un plasmide derive de p GEM32 
■0 possedant que lea sequences » U ^- I v 2/nos tsrm ! et 

tout, stance promotrice a ete construit c , P ° U " U ^ 

PMRT1144 et sort de temoin negating i, " 6 ^ 

Pour insert la sequence uidA/nos term dans p GEM32 la . 

uidA sous rnntrAi« ^ P^mjz, i a sequence 

P-tir de 5 M du plasmide PGA < 92 - PpetE . Celu ^ ' 
clonant, dans le piasmide pGA492-Pe^-ui rta i 

<*» plastocyanine de pois du olV ! Promoteur pet* du 

aii Plasmide P KHn2 (P„ ee et Grav ,q a „ 

a la place du promoteur em 2 (Gaubier et a l 1993 , 
20 plasmide pBI221-P am p , . 1993), provenant du 

^ 1 ^em^. Le plasmide pBI221-p < .mp . 
unites de chacune des enzymes HindTTi- I ^ P " 20 

Puis, la cassette „• EC ° RI Pendant 1 h * 37«c. 

a cassette depression "Pem2/uidA/nos term" » « • - 
par electrophorese sur gel d'agarose 0 8» 11 T\ 
en presence de l/!0 volume d'acetate elretr " lu *-' Precipite 

25 volumes d'etnanol aosolu a -e"c p end ant 30 *" " * 

12000 g pendant 30 min lave a ^ T ' °« trit ^* * 

- — - - s ,r, a ;;:iL a i„treV::; R rd?'i res ~ 

d ig,re par ces de ux enzymes pendl V; 117" ^ 

- ™ ::~anoi— - - 

centrifuge a 12000 g pendant 30 min, lave a i t" 

puis resuspendu dans 1'eau La ii„. • 01 7 ° % ' S * CM 

presence de 1 0 ul du t * *" e " e = tU ^ «• 

-L/U^l du tampon ADN liaasp tm i nv 

unites d 'ADN li gaS e T4 * (Amersham) et 2,5 

Ugase T4 (Amersham) a i 4 ° C pendant 16 h. Des 
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bacteries Escherichia coli DH5a, rendues prealablement competentes 
ont ete transferees (Hannahan, 1983). L'ADN plasmidique des 
clones obtenus, selectionnes sur milieu Luria-Bertani (LB, 
bactotryptone 10 g/1, extrait de levure 5 g/1, NaCl 10 g/1, Agar 
5 15 g/1) supplements en tetracycline (12 mg/1) , a ete extrait selon 
la methode de la lyse alcaline (Birnboim et Doly, 1983) et analyse 
par digestions enzymatiques . 

A partir du plasmide P GA4 92-Pein2- U idA obtenu, le promoteur Pem2 a 
ete delete par double digestion par HindHI et Xbal . Le fragment 
10 plasmidique a ete separe par electrophorese sur gel d» agarose 

0,8%, electroelue, precipite en presence de 1/10 volume d'acetate 
de sodium 3M pH 4,8 et de 2,5 volumes d'ethanol absolu a -80°C 
pendant 30 min, centrifuge a 12000 g pendant 30 min, lave a 
Methanol 70%, seche, soumis a 1' action du fragment de Klenow de 
15 1 ' ADN polymerase I (New England Biolabs) pendant 30 min a 37°c 
selon les recommandations du f abriquant . Ensuite, il a ete 
deproteinise par extraction avec un volume de phenol, puis un 
volume de phenol : chloroforme : alcool isoamylique (25:24:1 
v/v/v) et enfin un volume de chloroforme : alcool isoamylique 
20 (24:1 v/v), precipite en presence de 1/10 volume d'acetate de 
sodium 3M pH 4,8 et de 2,5 volumes d'ethanol absolu a -80°C 
pendant 30 min, puis centrifuge a 12000 g pendant 30 min, lave a 
l'ethanol 70 %, seche, resuspendu dans l'eau. Puis, il a ete 
dephosphoryle pendant 1 h a 37 °C a l'aide de 10 unites de 
25 phosphatase alcaline d'intestin de veau (Boehringer . Mannheim) 
selon les recommandations du fabricant, deproteinise par 
extraction avec un volume de phenol, puis un volume de phenol : 
chloroforme : alcool isoamylique (25:24:1 v/v/v) et enfin un 
volume de chloroforme : alcool isoamylique (24:1 v/v), precipite 
30 en presence de 1/10 volume d'acetate de sodium 3M pH 4,8 et de 2 5 
volumes d'ethanol absolu a -80°C pendant 30 min puis centrifuge 1 
12000 g pendant 30 min, lave a l'ethanol 70"%, seche puis 
resuspendu dans l'eau.- Le plasmide resultant a ete appele 
pGA492APem2. . 

35 En parallele, le promoteur petE (818 pb) qui correspond au 
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promoteur du gene de la plastocyanine de pois, a ete obtenu a 
partir du plasmide pKHn2 par digestion par Ncol pendant 1 h a 
37°C. Le fragment promoteur de 828 pb a ete isole sur gel 
d'agarose 0,8 %, electroelue, precipite en presence de 1/10 volume 
5 d'acetate de sodium 3M P H 4,8 et de 2,5 volumes d'ethanol absolu a 
-80°C pendant 30 min, centrifuge a 12000 g pendant 30 min, lave a 
1'ethanol 70 %, seche, resuspendu dans 1'eau, puis soumis a 
1' action de 5 unites de nuclease Mung Bean (New England Biolabs) 
pendant 30 min a 30°C selon les recommandations du fabriguant 
10 deproteinise par extraction avec un volume de phenol, puis un 
volume de phenol : chloroforme : alcool isoamylique (25:24:1 
v/v/v) et enfin un volume de chloroforme : alcool isoamylique 
(24:1 v/v), precipite en presence de 1/10 volume d'acetate de 
sodium 3M P H 4,8 et de 2,5 volumes d'ethanol absolu a -80°C 
15 pendant 30 min puis centrifuge a 12000 g pendant 30 min, lave a 
1'ethanol 70 %, seche puis resuspendu dans l'eau. Ce fragment 
•promoteur a ete insere dans le plasmide P GA492APem2, decrit 
ci-dessus, en presence de 1,0 m du tampon ADN ligase T4 10X 
(Amersham) et de 2,5 unites d'ADN ligase T4 (Mersham) a 14°C 
20 pendant 16 h. Des bacteries Escherichia call DH5a, rendues 

prealablement competentes, ont ete transferees. L 'ADN plasmidigue 
des clones obtenus, selectionnes sur milieu LB supplements en 
tetracycline (12 mg/1) , a ete extrait selon la methode de la lyse 
alcaline et analyse par digestions enzymatiques . Le plasmide 
25 resultant a ete appele pGA492-pet£ prom. 

Pour isoler la cassette d' expression "petE prom / uidA / nos 
term", 5 ug du plasmide pGA492-pet£ prom ont ete digeres par PstI 
(site situe en 5' du promoteur du gene de la plastocyanine) et 
EcoRl (site localise en 3' de la sequence terminatrice) pendant 1 
30 h a 37 C, soumis a 1 ' electrophorese sur gel d' agarose 0,8%, et 
purifie sur colonne d'af finite Qiaquick (Qiagen, Hilden, 
Allemagne) selon les recommandations du fournisseur. Par ailleurs 
500 ng de plasmide P GEM3Z ont ete digeres simultanement pendant 1 
h a 37°C par EcoRIet PstI (sites de restriction presents dans le 
site de clonage multiple ou polylinker) , soumis a 1 ' electrophorese 
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sur gel d'agarose 0,8%, puis purifie sur colonne d'affinite 
Qiaquick. 

La ligation a ete realise avec 50 ng de vecteur pGEM3Z-PstI/EcoRI 
et 50 ng de la cassette depression petE prom / uidA / nos term 
5 pendant 1 nuit a 18°c dans un milieu reactionnel de 12 M i en 
presence de 1,2 »1 du tampon ADN ligase T4 10X (New England 
Biolabs) et de 400 unites d' ADN ligase T4 (New England Biolabs) . 
Des bacteries Escherichia coli DH5a, rendues prealablement 
competentes, ont ete transformers par le melange reactionnel de 
10 ixgation. L 'ADN plasmidique des clones obtenus, selectionnes sur 
milieu LB supplements en ampicilline (50 mg/1), a ete extrait 
selon la methode de lyse alcaline et a ete analyse par digestions 
enzymatiques. Le plasmide obtenu a ete appele P GEM3Z-petf; prom 
Afxn d'inserer 1'intron IV2 de 192 pb du gene de la patatine de 
15 pomme de terre dans la sequence codante uidA, une portion interne 
de ce gene (fragment SnaBI / BstBI de 710 pb dans P GEM3Z-petS 
prom) a ete excise puis remplace par la sequence equivalente 
contenant 1'intron IV2 (fragment SnaBI / BstBI de 902 pb) . Pour ce 
faxre, le plasmide pGEM3Z-pet£ prom a ete digere pendant 1 h a 
20 37°C par SnaBI (site de restriction situe a la position + 383 pb en 
aval du codon initiateur ATG du gene uidA) puis pendant 1 h a 65 °C 
par BstBI (site localise a la position + 1093 pb) . Le plasmide 
axnsx delete du fragment de 710 pb a ete isole par electrophorese 
sur gel d' agarose 0,8%, puis purifie sur colonne d'af finite 
25 Qxaquick. Le fragment BstBI/SnaBI de 902 pb correspondant a la 
sequence de 1'intron IV2 suivie de la sequence de uldA s'etendant 
de la position 383 a 1093 pb, a ete isole et purifie a partir du 
Plasmide P SCV1.2-GI. Celui ci derive du plasmide pSCV1.2 qui 
derive lui-m me du. plasmide pSCVl construct par G . A. Edwards en 
30 1990 selon les methodes usuelles de clonage. Le plasmide binaire 
PSCVl. 2 a ete obtenu par clonage du fragment HindHI portant la 
cassette depression "35S prom / nptJJ / nos -term" (From et al 
1986) au site HindHI de pSCVl . La cassette d'expression "35S prom 
/ GUS-IV2 / 35S term" a ete obtenue en digerant par HindHI " 
35 pendant 1 h a 37 °C le plasmide P 35S GUS INT decrit par Vancanneyt 
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et al. (1990). Le fragment d'ADN correspondant a la cassette 
depression a ete isole sur gel d'agarose 0,8 %, electrode 

171 TTT € " Pr6SenCe ^ 1/10 V ° 1Ume * .odi™ 3M 

pH 4,8 et de 2,5 vclun.es d'ethanol absolu a -80°c pendant 30 m in 

pu», centrifuges a 12000 g pendant 30 min, lave a Methanol 70 *, 

seche et resuspendu dans 1'eau. Les extremite 5- sortantes de ce 

fragment cnt ete rendues bouts-francs par !• action du fragment de 

Klenow de. 1 'ADN polymerase ! (New England Biolabs, pendant 30 m i„ 

10 J\ ^ ^ reCOm,nandatl °- d » Piquant, et le fragment a 
10 ete deproteinise par extraction avec un volume de phenol, puis un 
volume de phenol : chloroforme : alcool isoamylique (25-24-1 
v/v/v) et enfin un volume de chloroforme , alcool isoamylique 
(24=1 v/v), precipite en presence de 1/10 volume d'acetate de 
sodium 3M P H 4,8 et de 2,5 volumes d^ethanol absolu a -80'c 
pendant 30 min puis, centrifuge a 12000 g pendant 30 min, lave a 
1 ethanol 70 », seche et enfin ligature avec 20 ng de plasmide 
PSCV1.2 digere par Smal pendant 1 h a 25°c, en presence.de 1,0 ul 
du tampon ADN lig ase T4 10X (Amersham) et 2,5 unites d ' ADN ligase 
T4 (Amersham, a I4«c pendant, !6 h. Des bacteries Escterlchi* colX 
20 DH5a, rendues prealablement competentes, ont ete transferees 

L ' KDN plasmidique des clones obtenus, selectionnes sur milieu LB 
supplement* en ampicilline (50 mg/1), a ete extrait selon la 
methode de la lyse alcaline et analyse par digestions 
enzymatiques . 

25 Cinq M de plasmide PSCV1.2-GI ont ete digeres pendant 1 h a 37 - C 
par SnaBI (site de restriction situe a la position + 383 pb en aval 
du codon initiateur ATG du gene uiOA) puis pendant 1 h a 65°c par 
BstBI (site localise a la position +1 285 pb) . Le fragment de 902 
Pb a ete isole par electrophorese sur gel d'agarose 1,0%, puis 
30 purifie sur colonne d'affinite Qiaquick. 

La ligation a ete realise avec 20 ng de. vecteur pGEM3 Z -pet £ prom 
BstBl/SnaBI et 80 ng du fragment de 902 pb BstBI/SnaBZ, pendant I 
nu,t a 18-c dans un milieu reactionnel de 10 ul en presence de 1,0 
ul du tampon ADN ligase T4 10X ,Ne„ England Biolabs) et 400 unites 
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d'enzyme ADN ligase T4 (New England Biolabs) . Des bacteries 
Escherichia coli DH5oc, rendi.es prealablement competentes, ont ete 
transformees par la moitie du melange reactionnel de ligation. 
L'ADN plasmidique des clones obtenus, selectionnes sur milieu LB 
5 supplements en ampicilline (50 mg/1) , a ete extrait selon la 
methode de lyse alcaline et a ete analyse par digestions 
enzymatiques. Le plasmide obtenu a ete appele pGEM3Z-pet£ prom / 
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Afin d'eliminer la sequence promotrice correspondant au fragment 
10 de 818 pb (petE) du plasmide pGEM3Z-pet£ prom / IV2, celui-ci a 
ete digere pendant 1 h a 37°C par BamHI puis , pendant 1 h a 37°C 
par PstI, isole par electrophorese sur gel d' agarose " 0, 8%, puis 
purifie sur colonne d'affinite Qiaquick. Les extremites 5' 
sortantes de ce plasmide ont ete rendues bouts-francs en utilisant 
15 1 'ADN polymerase Pfu (Stratagene, La Jolla, USA) selon les 

recommandations du fournisseur. La ligation a ete realise avec 10 
ng de plasmide ainsi modifie pendant 1 nuit a 18°C dans un volume 
reactionnel de 12 |d, en presence de 1,2 ul du tampon ADN ligase 
T4 10X (New England Biolabs) et 400 unites d'enzyme ADN ligase T4 
20 (New England Biolabs). Des bacteries Escherichia coli DH5oc, rendues 
prealablement competentes, ont ete transformees avec la moitie du 
milieu reactionnel de ligation. L'ADN plasmidique des clones 
obtenus, selectionnes sur milieu LB supplements en ampicilline (50 
mg/1), a ete extrait selon la methode de lyse alcaline, analyse 
25 par digestions enzymatiques, et verifie par sequengage selon le 
procede de Sanger et al. (1977). Le plasmide obtenu a ete appele 
PMRT1144 (Fig. I) . 

1.2. Construction du temoin positif MPrl092. 

Afin de disposer d'une sequence promotrice de reference, le 
30 promoteur "double 35S" du virus de la mosaique du choux fleur 

(CaMV D35S prom), a ete place en amont de la sequence uidA-IV2/ nos 
term. Le plasmide P MRT1092 (Fig. I) resulte des etapes de clonage 
suivantes : 

Dans un premier temps, 1 ' intron IV2 de 192 pb du gene de la 
35 patatine de pomme de terre a ete insere dans la sequence codante 
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uidA a la position + 383 pb come decrit a la section 1.1. Une 
quantite de 1 ug de plasmide P BI221 (Clontech, CA, USA) a ete 
digeree pendant lh30 a 37°C par SnaBI puis, pendant lh30 a 65°C 
par BstBI . Le plasmide delete d'un fragment de 710 pb a ete isole 
5 par electrophorese sur gel d'agarose 0,8%, puis purifie sur 
colonne d' affinity Qiaquick. 

Une quantite de 20 ng de vecteur pBI221 BstBI/SnaBI et 80 ng du 
fragment de 902 pb BstBI/SnaBI provenant de pSCV1.2-GI comme 
decrit precedemment, ont ete ligatures pendant 1 nuit a 18°C dans 
10 un melange reactionnel de 10 en presence d'l ul du tampon ADN 

ligase T4 10X (New England Biolabs) et de 400 unites d'enzyme ADN 
ligase T4 (New England Biolabs) . Des bacteries Escherichia coll 
DH5a, rendues prealablement competentes, ont ete transferees par 
la moxtie du melange reactionnel de ligation. L ' ADN des clones 
15 obtenus, selectionnes sur milieu LB additionne d ' ampicilline (50 
mnu a ete extrait selon la methode de lyse alcaline et analyse 
par digestions enzymatiques . Le plasmide obtenu a ete appele 
' PBI221/ uidA- IV2. 

Dans un deuxieme temps, la sequence du promoteur 35S du CaMV 
20 presente au niveau du plasmide P BI22 1 / uidA- IV2 a ete remplacee par 
la sequence "CaMV D35S". Pour ce faire, le plasmide 

pBI221/ U ida-IV2 a ete digere pendant 10h30 a 37°C par 10 unites de 
Hindi II, puis les extremites cohesives ont ete rendues 
bouts-francs par 1- action du fragment de Klenow de 1 'ADN 
25 polymerase I (New England Biolabs) pendant 30 min a 37<>C selon l es 
recommandations du fabriquant. Apres purification du produit de 
cette reaction sur colonne d'af finite Qiaquick, 1 'ADN a ete digere 
pendant une nuit a 3 7<>C par 10 unites de BamHI . Le fragment 
Plasmxdique, correspondant au vecteur delete du fragment promoteur 
30 CaMV 35S de 828 pb, a ete isole par electrophorese sur gel 
d'agarose 0,8%, puis purifie sur colonne d'af finite Qiaquick 
CaMV D35S prom a ete obtenu a partir du plasmide P JIT163A 
Celui-ci derive du plasmide P JIT163 qui derive lui-m me du 
Plasmide pJ lT160 (Guerineau et Mullineaux, 1993). Le plasmide 
PJIT163 possede un codon ATG entre les sites HindHI et Sail du 
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polylinker. Pour supprimer cet ATG et obtenir le plasmide 
PJIT163A, 1 ' ADN plasmidique P JIT163 a ete digere par HindHI et 
Sail, purifie par electrophorese. sur gel d' agarose 0,8%, 
electroelue, precipite en presence de 1/10 volume d'acetate de 
5 sodium 3M pH 4,8 et de 2,5 volumes - d • ethanol absolu a -80<>c 
pendant 30 min, centrifuge a 12000 g pendant 30 min, lave a 
1'ethanol 70%, seche, soumis a 1- action du fragment de Klenow de 
1 'ADN polymerase I (New England Biolabs) pendant 30 min a 37°C 
selon lea recommandations du fabriquant, deproteinise par 
10 extraction avec un volume de phenol, puis un volume de phenol : 
chloroforme : alcool isoamylique (25:24:1 v/v/v) et enfin un 
volume de chloroforme : alcool isoamylique (24:1 v/v) , precipite 
en presence de 1/10 volume d'acetate de sodium 3M pH 4,8 et de 2 5 
volumes d'ethanol absolu a -80°C pendant 30 min, puis centrifuge'a 
15 12000 g pendant 30 min, lave a 1 ' ethanol 70 %, seche et enfin 
ligature en presence de l,om du tampon ADN ligase T4 10X 
(Amersham) et 2,5 unites d'ADN ligase T4 (Amersham) a 14°c pendant 
16 h. Des bacteries Escherichia coll DH5a, rendues prealablement 
competentes, ont ete transf ormees . L 'ADN plasmidique des clones 
20 obtenus, selectionnes sur milieu LB supplements en ampicilline (50 
mg/1), a ete extrait selon la methode de la lyse alcaline et 
analyse par digestions enzymatiques . 

Dix »g de plasmide pJlT163A ont ete digere pendant 10h30 a 37°c 
par 10 unites de Kpnl (site localise en 5' du promoteur) puis les 
25 extremites cohesives ont ete rendues bouts francs par 1' action de 
6 unites^de 1 'ADN polymerase T4 (New England Biolabs) pendant 30 
mm a 37 °C selon les recommandations du fabriquant. Apres 
purification du produit de cette reaction sur colonne d'affinite 
Qiaquick, 1 'ADN a ete digere pendant une nuit a 37»C par 10 unites 
30 de BamHI. Le fragment d'ADN resultant de 761 pb, correspondant au 
promoteur D35S a ete isole par electrophorese sur gel d' agarose 
1,0 %, puis purifie sur colonne d'affinite Qiaquick. 
Le melange reactionnel contenant 10 ng de vecteur plasmidique, 100 
ng du fragment de 761 P b, 1,0 m du tampon ADN ligase T4 10X (New 
35 England Biolabs) et 400 unites d'ADN ligase T4 (New England 
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Biolabs) a ete soumis a ligation dans 10 ml pendant une nuit 4 
18'C. Des bactlries Sscherichia coli DH5a, rendues prealablement 
competentes, ont * t « transferees par la moitie du Melange 
r^actionnel de ligation. L ' ADN plasmidique des denes obtenus, 
5 selectionnes sur milieu LB supplements en ampicilline (50 mg/l> 
ete extrait selon la methode de lyse alcaline et analyst par ' 

digestions enzymatiques . Le plasmide obtenu a ete appele pMRT1092 
(Fig. II)-. ^ * 

1.3. Description du plasmide de reference P CaMV35S2uc 

10 Le plasmide servant de reference interne lors de !• expression 

transitoire est P CaMV35S Juc (Torrent et al . , 1997) qui contient le 
cassette d- expression du gene rapporteur luciferase Uuc) sous 
controle du promoteur et du terminateur ' de 1 'ARN 35S du CaMV ' 
(Fig. in) . 

15 Exemple 2 

Construction d a Prn» ff „ r , rhin , 6r „ ^ 1 mt _ 

promo te urs du CsVMV eh du CoYMV. 

Le promoteur entier de la region inter genique du CoYMV correspond 
a une sequence de !038 pb allant de la position -1026 pb a la 
20 position + 12 pb (par rapport a !• extremis 5- du transcrit Comv, 
sequence EMBL X52938, Medberry et al., i 992) . Un fragment de 2 „ 
Pb de ce promoteur entier (Medberry et Olszewski, 1993) a ete 
retenu pour la construction de promoters chimeriques (SEQ.ID01) 
sur ce fragment de 243 pb, diverses sequences potentiellement 
25 regulatrices ont *t* identifies (du c6te 5- au cote 3', Fig iv) • 
- une boite "as-1 like" de 16 pb presentant une certaine 
similitude vis a vis de 1'element activates 1 ,as-l, present au 

niveau du promoteur CaMV 35S s'pfpn^nf ^ i ■ . 

s ete naant de la position - 226 a la 

position -210 pb; 
30 - une sequence de 76 pb responsable de 1- expression dans les 
tissus vasculaires (Medberry et al . , 1992), attendant de la 
position - 161 a la position - es'pb, et designee VT dans la 
figure IV ; 

35 s^Va?^ T SP ' C " iqUe dS ^^""ion dans les tissus verts 

situe a la position -76 pb; 
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- deux boites "endosperme like" presentant une certaine similitude 
vis a vis de boites responsables de 1' expression specif ique dans 

1 ' endosperme des cereales, localisees aux positions -77 pb et 
-20 pb; 

5 - une boite TATA, a la position -32; 

- le point +1 de transcription (position 1) ; 

- une region 5' non traduite allant de la position +1 a la 
position 12 pb. 

Le promoteur de la region inter genique du CsVMV correspond a une 
10 sequence de 515 pb allant de la position +7162 pb a la position 
+7677 pb (sequence EMBL U59751 , Verdaguer et al . , 1996). Sur ce 
fragment de 515 pb (SEQ.ID02), di verses sequences potentiellement 
regulatrices ont ete identifiers (du cote 5' au cote 3', Fig. IV): 

- une sequence de 104 pb, rapportee comme responsable de la forte 
15 expression conferee par ce promoteur dans les tissus verts et 

s'etendant de la position -220 pb a la position -116 pb, designee 
GT dans la figure IV; 

- un element de type "as-1 like" de 16 pb presentant une certaine 
similitude vis a vis de 1' element activateur 1 (as-1) present au 
20 niveau du promoteur CaMV 35S, s'etendant de la position -219 a la 
position -203 pb; 

- 6 elements GTAA specif ique de 1' expression dans les tissus verts 
situes aux postions -437, -216, -144, -130, +16 et +63 pb; 

- 6 boites "endosperme like" presentant une certaine similitude 
25 vis a vis de boites responsable de 1' expression specif ique dans 

1' endosperme des cereales, localisees aux positions -196, -145, 
-136, -130, -122, +14 et +31 pb; 

- une boite TATA, a la position -33; 

- le point +1 d' initiation de la transcription (position +1); 
30 - une region 5' non traduite allant de la position +1 a la 

position 71 pb. 

2.1. Construction de MPrlll6. 

La sequence de 104 pb du CsVMV s'etendant de la position -221 pb a 
la position -116 pb (a partir du point +1 d' initiation de la 
35 transcription), porte 4 boites "endosperme like", trois elements 
GTAA specif iques d' expression dans les tissus verts, et un element 
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de type as-1 et est responsable de 1' expression dans l es tissus 
vasculaires. La region de 7 6 P b du CoYMV (s'etendant de la 
Position - 16 0 pb 4 la position _ 84 ^ SEQ>ID01) ^ responsabi 
de 1' expression dans les tissus vasculaires 
5 Le promoteur MPrlllS (Fig. Iv , a ete cree en fusionnant la 
sequence de 104 p b du promoteur de la region inter genique du 
genome du CsVMV (SEO IDO?) rta-n<* i= ~ - 

1 u,iUU ^. dans la sequence du CoYMV deletee de J 
region de. 76 pb, par la technique de lb-PCR. 
- Cette technique combine une reaction de ligation en chains, 

10 appelee LCR (Barany, 1991J produisant un ^ simple brin 

aide d oligodesoxynucleotides "sens", avec une reaction de PGR 
conduisant a l'obtention de 1 ' ADN double brin. 
L'ADN simple brin continu a ete forme a 1 ■ aide des 
oligodesoxynucleotides "sens" suivants • 

gJc^"™^ 

25 cent pmol des oligodesoxynucleotides SI, S2 et S3 ont ete 

phosphoryles en 5. pa, lection de 15 unites de kinase (Amersham, 

" Pr ' SSnCe dS 5 .*» tam P°« 10X (Amersham, et 500 pmol 

a ATP (Sigma), pendant 30 minutes a 37°c. Les 
oligodesoxynucleotides phosphoryles ont ete purifies par 
extraction par U n volume de phenol, puis un volume de phenol : 
chloroforme : alcool isoamyligue (25: 24: 1 v/v/v) et enfin un 
volume de chloroforme : alcool isoamylique ,24:1 v/v, , avant 
I 5 " Pr ^ lpit - * I/" volume d'acetate de sodium 3 M p H «, 8 

et 2,5 volumes d'ethanol absolu a -80«c pendant 20 min puis 
35 centrifuges a 16060 g pendant 30 min. L es oligodesoxynucleotides 
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Precipites ont ete laves a 1'ethanol 70%, seches, puis remis en' 
suspension dans.de 1'eau a une concentration de 10 pmol/ul. 
Pour relier les oligodesoxynucleotides "sens", les 
oligodesoxynucleotides "guides" suivants ont ete utilises- 
5 - Gl = 5' GACTCCTCTACTTATCGATCGGTACTGTGAGACA 3 • (SEQ ID15) 
- G2 =5' GCTGTTGTTACTTTTCTTCTTCTATTCCAGCCA 3' (SEQ.ID16) 

G3 = 5' ATTCCACCTTTTACATTCCCGCCTTTCATTG 3' (SEQ.ID17) 
" G4 = 5' CAAGGG T T C GAAATAAAGGAATAAAT T C G T GA 3' (SEQ ID18) 
• Pour realiser la reaction LCR, 10 pmoi des oligodesoxynucleotides 
10 sens SI phosphoryle, S2 phosphoryle, S3 phosphoryle, S4 

phosphoryle, et S5 ont ete ligatures en presence de 10 pmoi des 
oligodesoxynucleotides guides Gl, G2 , G3 et G4, 5 ^ du tampon ADN 
ligase Tag 10X (New England Biolabs) et 40 unites d ' ADN Ligase Tag 
New England Biolabs). La reaction de ligation est realise dans le 
15 thermocycleur GeneAmp PGR System 9700 (Perkin Elmer, Norwalk 
USA). Elle est constitute d'un cycle d' 1 min a 94°C, et de 8 
cycles identigues constitues chacun de la succession des etapes 
suivantes : 1 min a 65°C, 1 min a 57 °C, l min , 52 °C, 1 min a 
48 C, 1 min a 43°C, et enfin 10 min a 37°C. Puis, le melange 
20 reactionnel de ligation a ete purifie sur colonne Qiaguick selon 
les recommandations du fournisseur. 

Enfin, 1' amplification PGR de 1 'ADN simple brin obtenu a ete 
realxse dans un thermocycleur GeneAmp PGR System 9700 en presence 
de 100 pmoi de chacune des amorces oligodeoxynucleotidiques 5- 
25 CATGCTGCAGAGTAGTATCC 3'et 5' CGGGGATCCTCTAGGTTGT 3 ■ , 50 nmol de 
chacun des dNTP, 10 m de tampon ADN polymerase Vent 10X (New 
England Biolabs), et 2 unites d ' ADN polymerase Vent (New England 
Biolabs). L 'ADN a ete denature pendant 5 min a 94°G, SO umis a 25 
cycles constitues chacun de 30 sec de denaturation a 95°C, de 30 
30 sec d'hybridation a 55°G, et de 45 sec d'elongation a 72°G, puis 
1 elongation a 72 °C a ete poursuivie pendant 5 min 
Les fragments d ' ADN du milieu reactionnel ont ete digeres pendant 
45 mxn a 37 c par 20 unites de BamHI, puis pendant 1 h a 37 °C par 
20 unites de PstI, et enfin purifies sur colonne Qiaguick. Il s ont 
ete xnseres dans le plasmide P GEM3Z-pe t * prom (decrit a la section 
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1.2.) digere pendant 1 h a 37 °c nar R* mW T 

Par PstI, soumis a 1 - PU1S Pendant 1 h a 37 ° C 

* 1 electr °Phorese sur gel d'agarose 0,8% 

u , e colonne dIaffinit ^ Qiaquic ^ d6phQsm > >> 

s t e s 0 p ::i:i: e d de r ■* de tampon 3 iox <*» — 

suoo unites de phosphatase alcaline d'inw ^ 
New Engl and Biolabs, , et enfin purl fie L rcol H ^ ^ 

Qiaquick. Pour realiser la ii f * d ' affinit * 

comme decrit ci-de SS us ont * ' ^ * * ^ 

dessus ont ete mas en presence de 100 ng des 

fragments d'ADN obtenus oar Prp ■ 

enub P ar PCR, en presence dp i 9 ..i ^ 

•o MN ligase T4 10x (Ne „ England Blolabs) et it^ji tampon 

T4 (Ne „ Engiand Eiolabs) pendant i --3 MN 

"r::r: r rr :;;r lt* ren r pi ^- ; 

ligation. L ' ADN de7cL nes 0 rT m ' lM9e *» 

- CATGCTGC^CTAG^cc i .I 0 "^««vnuc l^otides 

TTGATTTCACGGGTTGGG 3- Choisi su r la " 
20 PMHT 1116 et PMRT1117 rt ,^7j ; t SqUenCe ^ E - PI— I*- 
PMRT1116 content- , SUltants ont ^ sequences. Le plasmide 
v in* contient le promoteur MPrllle (SEO IDfm » • 
plasmide pMRTlll? est ,, ISEQ.ID03), tandls que le 

' est Porteur du promoteur MPrlll7 css-n ™„ 

2.2. Construction du promoteur MPrll46 : 

Le promoteur MPrll4 6 (Fig TV) » pfA K+ - 
™ - * g * 1V) a ete obtenu en inserant- i =» 

30 secfuenrp r?<=> c.q ~w mseranc la 

(Lam TrT co "«P°ndant a une duplication du motif as -2 

(Lam et Chua, 198 9, et au motif as-1 (Lam et aI ^ ^ 2 

promoteur de 1 ' ARN 35S du virus dp i a •■ 

rr*Mvi ■ mosaique du choux fleur 

(CaMV), aux sites Nhel et Drain de MPrllle. 

Pour ce faire, le plasmide pMRTlllfi a h • - - 

35 37°c par 25 nn^- ^ a ete digere pendant 1 h a 

Par 25. unites de Nhel, puis pendant 1 n a 37*C par 4 unites 
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To 8 Le f PlaSmWe di ^r, a eta isole sur gel d'agarose 

a 0,8 „ purifle sur colQnne d . a£finit ^ Qiagu . ck ^ ^ 

Pendant 1 h a 37°c en presence de 12 ul de tampon 3 10X (New 
England Biolabs, et de 5000 unites de phosphatase alcaline 

mtestin de veau ,CIP, New England Biolabs, , et enfin purifie a 
nouveau sur colonne d'af finite Qiaquick 

Le fragment Spel/DraHI de 58 pb contenant les deux motifs 

motif as-1 a ete obtenu a partir du plasmide pMRTllll 
Le plasmide pMRTllll, gui contient une s „ quence de 58 " 
10 correspondent a une duplication du motif as-2 < L am et Chua, 1989, 
et au motif as-1 (Lam at aj„ 1989, du promoteur de 1 ' ARN 35s du 

Iin r rii e d la , mOS ? IqU6 ^ ChOUX " eUr <CaMV> Sn ™ ont dU Promoteur 
de la plastocyanine de pois modifie par l. a3 out d'une 

15 simple brin continu a ete genere a l'aide des 
oligodesoxynucleotides sens suivants • 

cctagaggatc'T™^ 

- S5 - 5 . CTGTGGCACATCTACATTATCTAAATCTAAGCCACGTCGGAGGATAACATATTCT 
TCCACACATCTTAGCCA 3' UAlAaWllATTCT 

- 37 - 5' CATGCTGCAGACTAGTGATTGATGTGATATCAAGATTGATGTGATATCTCCACTG 
25 ACGTAAGGGATGACGCATGCCACT 3' (SEQ.ID14) ATCTCCACTG 

Cent pmol des oligodesoxynucleotides SI, S2 et S5 out ete 
phosphoryles en s- par 15 unites de kinase (Amersham, en presence 
de 5 ul du tampon kinase 10X (Amersham, et 500 pmol d * ATP ( Sigma) 

30 Z lZllT " " S 0ii ^™*otides phosphoryl.s ont 

ete purrfres par extraction par un volume de phenol, puis un 
volume de phenol : chloroforme : alcool isoam y l iqU e (25:24-1 
v/v/v, et enfin un volume de chloroforme: alcool isoamyligue (24-1 
v/v,, avant d'etre precipites. par de l/!0 volume d'acetaj de 

35 To Z 3M PH ^ ^ V ° 1UmeS d '« han01 * -*°°C pendant 

35 20 mm puas centrifuges a 16060 g pendant 30 min. Les 
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oligodesoxynucleotides precipites ont ete laves a 1'ethanol 70* 
secnes, puis remis e „ suspension dans Ce 1'eau a une concentration 
de 10 pmol/^1. 

Pour relier les oligodesoxynucleotides Sens, les 
5 oligodesoxynucleotides guides suivants ont ete utilises • 

- Gl- 5' TGTGTTTGAAGGGAATCGAAAGAGAGACACA 3' (SEQ ID15) 

- G2= 5' GATTGGGTTTTTGTGTGGCTAAGATGTGTG 3' (SEQ ID16) 

- G4= 5' TGTAGATGTGCCACAGAGTGGCATGCGT 3' (SEQ ID18) 

10 IZ Si a oh Ser h la ^ aCti ° n LCR ' 10 PmGl ^^xynucleotides 
-ens Si phosphoryle, S2 phosphoryle, S5 phosphoryle et S7 ont ete 

ligatures en presence de 10 pmol des oligodesoxynucleotides guides 
Gl, G2 et G4, 5 m du tampon ADN ligase Tag 10X (New England 
Biolabs, et 40 unites d 'ADN ligase Tag (New England Biolabs). La 
reaction de ligation est realise dans le thermocycleur GeneAmp PC R 
15 Sys em 9 7 oo (Per.in Elmer, Norwal k , USA ) . Elle est constitute d^un 
cycle d'l min a 9 4»C, et de S cycles identigues chacun compose de 
la successxon des etapes suivantes : 1 min a 65*C, 1 min a 57°c 1 
min a 52°C, 1 min a 48°C, 1 min a 43V ^ n 

' min a 43 c ' e t enfm 10 min a 37 °c 

20 o U1S ! ^ lan9e r6a ° ti0nnel de Nation a ete purifie sur colonne 
20 Qiaq U1 ck selon les recordations du fournisseur 

Enfin, ^amplification PCR de 1 'ADN simple brin obtenu a ete 

If ™ oL7d Un h thSrmOCyCleUr G -^P P« system 9 700 en presence 
de 100 pmol de chacune des amorces oligodeoxynucleotidigues 5- 
CATGCTGCAGACTAGTGGATT 3', et 5' CGGGGATCCTCTAGGTTTCT 3 ' , 50 Ll 
25 de cnacun des dNTP, 10 ul de tampon ADN polymerase Vent 10X (New 
England Biolabs, , et 2 unites d'ADN polymerase- Vent (New England 
Biolabs) . I« 'ADN a ete denature pendant 5 min a 94 °c, soumis a 25 
cycles constitues chacun de 30 sec de denaturation a 95°c, de 30 

sec d'hybridatlon a 56°c, et d'l mir, H'*>„ ,. ■ - ' 
™ ^. d' elongation a 72°c, puis 

' a ' 2 c a ete poursuivie pendant 5 min 

«"»TnT£ V ^ DiUeU r6aCti — 1 »*'«" digeres pendant 

« mm a 37 c par 20 unites de BamHi, puis pendant 1 h a 37»c par 
. unites de Pstl, et enfin purifies sur colonne 0 ia q uic*. Ils Z t 
ete mseres dans le plasmide pGEM3Z-pet* prom digere pendant 1 n a 
37 c par BamHI, puis pendant 1 h a 37 "c par Pstl, soumis a 
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1'electrophorese sur gel d'agarose 0,8%, purifie sur colonne 
d af finite Qiaquick, dephosphoryle pendant 1 h a 37 °C en presence 
de 12 ul de tampon 3 10X (New England Biolabs) et de 5000 unites 
de phosphatase alcaline d'intestin de veau (CIP, New England 
Biolabs), et enfin purifie sur colonne d'af finite Qiaquick. Pour 
realiser la ligation, 25 ng de plasmide traite comme decrit 
ci-dessus ont ete mis en presence de 100 ng des fragments d ' ADN 
obtenus par PGR, en presence de 1,2 ul du tampon ADN ligase T4 10X 
(New England Biolabs) et 400 unites d ' ADN ligase T4 (New England 
10 Bxolabs) pendant 1 nuit a 18°C. Des bacteries Escherichia coli 
DH5cx, r endues prealablement competentes, ont ete transferees par 
la moitie du melange reactionnel de ligation. L ' ADN des clones 
obtenus, selectionnes sur milieu LB supplements en ampicilline (50 
mg/1), a ete extrait selon la methode de lyse alcaline et a ete 
15 analyse par digestions enzymatiques . La sequence promotrice 
MPrllll de 1-un de ces clones a ete verifie par sequencage. 
Le fragment de 58 pb contenant les deux motifs as-2 et le motif 
as-1 a ete obtenu en digerant 25 ug de plasmide pMRTllll par 40 
unites de Spel pendant 1 h a 37°C, puis par 4 unites de Drain 
20 pendant 1 h a 37°C. Le fragment a ete isole par Slectrophorese sur 

gel d 1 agarose Nu-Sieve 3 % (FMC RorM^H tto^ 

KocKiand, USA) et enfm purifie 

sur colonne d'af finite Qiaquick. 

La ligation a ete realise avec 30 ng de vecteur pMRTllie 
Nhel/Dralll dephosphoryle et 50 ng du fragment de 58 pb pendant 15 
25 h a 18°C dans un milieu reactionnel de 20 ul en presence de 2,0 ul 
du tampon ADN ligase T4 10X (New England Biolabs) et 800 unites 
d'enzyme ADN li gase T4 (New England Biolabs). Des bacteries 
Escherichia coli DH5a, rendues prealablement competentes, ont ete 

30 TZT7" eS P " ^ ^ m61ange ***<*ionnel de ligation. 

30 L ADN plasmidique des clones obtenus, selectionnes sur milieu LB 
supplements en ampicilline (50 mg/1), a ete extrait selon la 
methode de lyse alcaline, et analyse par digestions enzymatiques 
et par amplification genique a 1'aide des oligodesoxynucleotides 
5 CATGCTGCAGACTAGTATCC 3' choisi sur le promoteur et 5' 
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TTGATTTCACGGGTTGGG 3- cnoisi sur la sequence uidA . La sSquence 

MPr1146 •'^•"05, de l.un de ces clone, a ete verifie 
par sequengage. ue 

2.3. Construction du promoteur MPrll4 7 • 

5 Le promoteur M P rl 147 (rig. Iv) a en ins4rant 

sequence de 44 pb du promoteur de 1 'ARN 35S du virus de la 
mosaic du choux fleur <CaMV, contenant les motifs as-2 et as-1 
(Lam, 1989 ; Lam et al iopoi „ t j 

•' 1989) et des =ites de restrictions 
. adjacent aux sites Nhel et Dram de MPrlHV (seq.ido*) . 
Pour ce fairs, le plasmide pMRT1117 a ate digere par 25 unites de 
Nhe! pendant 1 „ a 37V puis purifie sur colonne definite 
QraqurCc. Les extremites generees ont ete rendues bouts-francs par 
'act.on de 1 ' ADN polymerase Pfu (Stratagene, La Jo ila, USA, seLn 
les recordations du fournisseur, puis le plasmide obtenu a ate 

ainsr Tr " * ^ * * L * P^»- 

ainsr modifre a ete-isole sur gel d'agarose a 0,8 %, puri41e sur 

colonne definite Qiaquic* et dephosphoryle pendant ' „ a "v en 
prince de 12 ul de tampQn 3 ^ ^ ^ 

20 E Ph ° SPhataSe alcali - d'intestin de veau ,CIP, New 

20 Eng and Biolabs, , et enfin purifie * nouveau sur colonne 
d'af finite Qiaquick. 

Le f t IIX de M pfe cQntenant ^ ^ ^ 

PMRT1H0. Le plasmxde pMRTlllo qui contient une sequence de 44 pb 
25 orrespondant au motif as-2 (Lam et Cnua, 1989, et au motif asT 
(Lam et al., 1989, du promoteur de 1'ARN 35S du virus de la 
-saique du choux fleur (CaMV, en amont du promoteur minimal de la 
Plastocyanine de pois modifie par Lajout d'une boite "G», a ete 
obtenu par Ib-PCR de la maniere suivante. L ' ADN simple 

s^TvInT: ^ * ' ' *" °»^™cleotides Sens 

™g^™ 

35 *™ T :r^ ■ 
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- S5 - 5' C T G T G G C AC AT C T ACAT TAT C T AAAT C T AAGC C AC G T C GGAGGATAAC ATAT T C T 
TCCACACATCTTAGCCA 3' (SEQ.ID12) 

- S6 = 5'CATGCTGCAGACTAGTGGATTGATGTGATATCTCCACTGACGTAAGGGATGACG 
CATGCCACT 3' (SEQ.ID13) 

5 Cent pmol des oligodesoxynucleotides si, S2 et S5 ont ete 

phosphoryles en 5' par 15 unites de kinase (Amersham) en presence 
de 5 nl du tampon kinase 10X (Amersham) et 500 pmol d'ATP (Sigma), 
pendant 30 min a 37 °C. Les oligodesoxynucleotides phosphoryles ont 
ete purifies par extraction par un volume de phenol, puis un 
10 volume de phenol : chloroforme : alcool isoamylique (25:24:1 
v/v/v) et enfin un volume de chloroforme : alcool isoamylique 
(24:1 v/v), avant d'etre precipites par 1/10 volume d'acetate de 
sodium 3M P H 4,8 et 2,5 volumes d'ethanol absolu a -80°C pendant 
20 min puis centrifuges a 16060 g pendant 30 min. Les 
15 oligodesoxynucleotides precipites ont ete laves a 1 ' ethanol 70%, 
seches, puis remis en suspension dans de 1 ' eau a une concentration 
de 10 pmol/|j.l. 

Pour relier les oligodesoxynucleotides Sens, les 
oligodesoxynucleotides Guides suivants ont ete utilises : 
20 - Gl= 5' TGTGTTTGAAGGGAATCGAAAGAGAGACACA 3' (SEQ.ID15) 

- G2= 5' GATTGGGTTTTTGTGTGGCTAAGATGTGTG 3' (SEQ.ID16) 

- G4= 5' TGTAGATGTGCCACAGAGTGGCATGCGT 3' (SEQ.ID18) 

Pour realiser la reaction LCR, 10 pmol des oligodesoxynucleotides 
sens SI phosphoryle, S2 phosphoryle, S5 phosphoryle et S6 ont ete 

25 ligatures en presence de 10 pmol des oligodesoxynucleotides guides 
Gl, G2 et G4, 5 p.1 du tampon ADN ligase Tag 10X et 40 unites d'ADN 
Ligase Tag (New England Biolabs) . La reaction de ligation est 
realise dans le thermocycleur GeneAmp PCR System 9700. Elle est 
constitute d'un cycle d'l min a 94°C, et de 8 cycles identigues 

30 constitues chacun de la succession des etapes suivantes : 1 min a 
65°C, 1 min a 57°c, 1 min a 52°C, 1 min a 48°C, 1 min a 43°C, et 
enfin 10 min a 37°C. Puis, le melange reactionnel de ligation a 
ete purifie sur colonne Qiaquick selon les recommandations du 
fournisseur. 

35 Enfin, 1 • amplification PCR de 1 'ADN simple brin obtenu a ete 
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realise dans un thermocycleur GeneAmp PGR System 9700 en presence 
de 100 pmol de chacune des forces oligodeoxynucleotidiques 5 
CATGCTGCAGACTAGTGGATT 3-, et 5-. CGGGGATCCTCTAGGTTTCT 3 • de 50 
nmol de chacun des dNTP, da 10 m de tampon ADN polymerase Vent 
r ( " e " En9land Bi ™< -t ^ 2 unites d ' ADN polymerase Vent 
(New Engiand Biolabs, . L ' ADN a ate denature pendant 5 min a 94'c 
" CYClSS — "tues chacun de 30 sec de denaturation a' 
95 c, de 30 sec d-hybridation a 56°c, et d'l min d'elongation a 
72. C purs l.elcngation a 72°c a ete poursuivie pendant 5 min. 

T, S 2TTr ^ millSU r ^ Ctl — 1 «• pendant 

mm a 37 c par 20 unites de BamHI puis pendant 1 h a 37°c par 

20 unites de PstI, et enfin purifies sur colonne Qiaquick. Us ont 
ete inseres dans le plasmide pGQOZ-pet* prom digere pendant 1 n a 

par BamHI puis pendant 1 h a 37°c par PstI, soumis a 
I'electrcphorese sur gel d'agarose 0,8*, purifie sur colonne 
d affimte Qiaquick, dephosphoryle pendant 1 h a 37°c en presence 
de 12 ul de tampon 3 10X (New England Biolabs, et de 5000 unites 
de phosphatase alcaline d'intestin de veau ,C1P, New England 

20 en " n PUrif " S " COl ° nne d ' a " ini « Qiaquick. Pour 

20 realrser la ligation, 25 ng de plasmide traite comme decrit 

ci-dessus ont ete mis en presence de 100 „g des fragments d ' ADN 
obtenus par PGR, en presence de 1,2 m du tampon ADN ligase T4 10X 
(New England Biolabs, et 400 unites d ' ADN ligase T4 (New England 
Biolabs) pendant 1 nuit a 18°c. Des bacteries EscherlcMa coll 
25 DH5a, rendues prealablement competentes, ont ete transferees par 
la moitie du melange reactionnel de ligation, L 1 ADN des clones 
obtenus, selectionnes sur milieu LB supplement, en ampicilline ,50 
■9/1). a ete extrait selon la methode de lyse alcaline et a ete 

30 MP^f"! P " di9eSti ° ns -fatigues. La sequence promotrice 
30 MPrlllO portee par ce plasmide pMRTlllo a ete. verifie par 

sequengage. 

Le fragment de 44 pb contenant les sequences as-2 et as-1 du Ca«V 
a ete obtenu en digerant 25 ug de plasmide pMRTlUO pendant 1 h a 
37 c par 80 unites de PstI, puis les extremites generees ont ete 
35 rendues bouts-francs par 1-action de 1 'ADN polymerase Pfu 
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(Stratagene, La Jolla, USA) selon les recommandations du 
fournisseur. Le plasmide ainsi modifie a ete digere pendant 1 h a 
37°C par 4 unites de Drain, et le fragment ' de 55 pb a ete isole 
par electrophorese sur gel d'agarose Nu-Sieve 3 % (FMC, Rockland, 
5 USA) et enfin purifie sur colonne d'affinite Qiaquick. 

La ligation a ete realise avec 30 ng de vecteur pMRT1117 prepare 
comme decrit ci-dessus et 50 ng du fragment de 55 pb pendant 15 h 
a 18°C dans un milieu reactionnel de 20 ^1 en presence de 2,0 m 
du tampon ADN ligase T4 10X (New England Biolabs) et 800 unites 
10 d'enzyme ADN ligase T4 (New England Biolabs) . Des bacteries 

Escherichia coli DH5a, rendues prealablement competentes, ont ete 
transformees par la moitie du melange reactionnel de ligation 
L 'ADN plasmidique des clones obtenus, selectionnes sur milieu LB 
supplements en ampicilline (50 mg/1) , a ete extrait selon l a 
15 methode de lyse alcaline, et analyse par digestions enzymatiques 
et par amplification genique a 1 • aide des oligodesoxynucleotides 
5' CATGCTGCAGACTAGTATCC 3' choisi sur le promoteur et 5» 
TTGATTTCACGGGTTGGG 3- choisi sur la sequence uidA. La sequence 
promotrice MPrll47 (SEQ.ID06) de 1'un de ces clones a ete verifie 
20 par sequengage . 

2.4. Construction du promoteur MPrll54 : 

Le promoteur MPrll54 (Fig. IV) a ete obtenu en deletant une 
sequence de 44 pb contenant le motif as-1 like du CoYMV duplique 
presente au niveau de MPrll47 (SEQ.ID04). 
25 Pour ce faire, le plasmide pMRT1147 a ete digere par 20 unites de 
Spel pendant 1 h a 37°C, isole sur gel d'agarose a 0, 8 % r purify 
sur colonne d'affinite Qiaquick et religature pendant 15 h a 18<>C 
dans un milieu reactionnel de 10 ^ en presence de 1 ^ du tampon 
ADN ligase T4 10X (New England Biolabs) et 400 unites d' enzyme ADN 
30 lig aS e T4 (New England Biolabs). Des bacteries Escherichia coli 

DH5ct, rendues prealablement competentes, ont ete transformees par- ■ 
la moitie du melange reactionnel de ligation. L 'ADN plasmidique 
des clones obtenus, selectionnes sur milieu LB supplements en 
ampicilline (50 mg/1), a ete extrait selon la methode de lyse 
35 alcaline, et analyse par digestions enzymatiques et par 
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amplification genique a 1'aide des oligodesoxynucleotides 5- 
AT T TAGG T GACAC TAT AG 3- choisi sur le plasmide et 5' 
TTGATTTCACGGGTTGGG 3' choisi sur la sequence uldA. La s , quence 
promotrice MPrll54 (SEQ.ID07) de 1'un de ces clones a ete verify 
5 par sequengage. 

3. construction des P lasmi des binaires contenant les promoteurs 
MPrll52, 1171, 1172 at 1092. 

La preparation du vecteur binaire a ete la meme pour les cassettes 
d expression contenant MPrlll6, MPrll46, MP r 1147 et MPrl092 Une 
10 quantite de 25 ug de plasmide pGA 4 92 ,An, 1986, a ete digerl par 
80 unites de Hindlll pendant 1 h a 37*c puis purifie sur colonne 

affimte Qiaquic*. Les extremites 5- sortantes de ce plasmide 
ont ete rendu., bouts francs en utilisant 1 'ADN poly^rase Pfu 
(Stratagene, La Jolla, USA) selon les recommendations du 

d° E U co n KT SeUr ; PlaSMide alnSl m ° dlfi6 3 «" 8 ° 

de 2 7 K 1 37 ° C ' PUlS 16 VSCteUr M ™ '»«~nt 

291 pb a ete separe sur gel d'agarose 0, 7 % et purifie sur 
colonne d'af finite Qiaquick. 
3.1. Obtention de pMRT1152. 
20 La cassette d' expression MPrllie / U idA- IV2 / nos term a ete 
clonee au site Hindlll modifie du plasmide binaire pGA492 
Elle a ete obtenue a partir du plasmide pMRT1116 digere par 80 
unates de PstI pendant 1 h a 37 °C et purifie sur colonne 

25 ont ff t init§ r qU±Ck - eXt ^ mit6s 5 ' sortantes de ce plasmide 

ont ete rendues bouts-francs en utilisant 1 'ADN polymerase Pfu 
(Stratagene, La Jolla, USA) selon les recommandations du 

par 80 umtes d'EcoRI et 40 unites de XmnI pendant 1 h a 37°C 
Puxs le fragment d' ADN de 2,5 Jcb correspond** a la cassette ' 
d expression a ete separe sur gel d'agarose 1 % et purifie sur 
colonne d'af finite Qiaquick. 

Tomtit *^ r ' aiis * en ^ ** *■ ^-^e biMlt . 

PGA4 92 prepare comme decrit ci-des«?n«* «t- 

ox aessus et 50 ng de cassette 

expression pendant 1 nuit a 18'c dans un volume reactionnel de 
20 ul en presence de 2 ul du tampon ADN ligase T4 10X (New England 
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Bxolabs) et 400 unites d'enzyme ADN ligase T4 (New England 
Biolabs) . Des bacteries Escherichia coli DH5a, rendues 
prealablement competentes, ont ete trans formees par la moitie du 
milxeu reactionnel de ligation. L 'ADN plasmidique des clones 
obtenus, selectionnes sur milieu LB supplement, en tetracycline 
(12 mg/1), a ete extrait selon la methode de lyse alcaline et 
analyse par digestions enzymatiques ainsi que par amplification 
genique a 1'aide des oligodesoxynucleotides 5' 

ATATGAGACTC TAA.TTGGATACCGAGGGG 3' choisi sur 1 'ADN de transfert du 
10 plasmxde binaire et 5- TTGATTTCACGGGTTGGG 3' choisi sur la 
cassette ^expression au niveau de la sequence uidA. Le clone 
resultant est appele pMRT1152. 
3.2. Obtention du plasmide binaire pMRT1171. 

La cassette d' expression MPrll46 / uidA- IV2 / nos term a ete 
15 clonee au site Hindlll modifie du plasmide binaire pGA4 92 en 

suxvant le mSme protocole que pour le plasmide P MRT1152, excepte 

pLl^T^ d ' eXPreSSi ° n 3 «* ^ * P-tir du plasmide 
PMRT1146. Le clone resultant a ete appele pMRTHVl. 

3.3. Obtention du plasmide binaire pMRT1172. 

20 La cassette depression MPrll47 / ui dA- IV2 / nos term a ete 
clonee au niveau du site Hindlll modifie du plasmide binaire 
PGA492 en suivant le mSme protocole que pour le plasmide P MRT1152 
excepte que la cassette d' expression a ete isolee a partir du 
Plasmide P MRT1147. Le clone resultant a ete appele pMRT1172. 

25 3.4. Obtention du plasmide binaire P MRT1182. 

Les fragments promoteur MPrl092 et sequence uidA-IV2 / nos term 
ont ete inseres dans le plasmide binaire pGA4 92 prepare comme 
decrzt cr-dessus. Les deux fragments ont ete prepares de la 
maniere suivante : 

30 - CaMV D35S prom a ete isole en diqerant l0 u g du plasm* 

PJH163A par 40 unites de Kpn! pendant 1 „ a 37 °c. Les extremites 
de ce plasmide linearise ont ete rendues bouts-francs a 1'aide de 

L7 t^T ^ POl ^" Se 14 < New E ^land Biolabs, pendant 30 
mm 37 c selon les recordations du fabriquant. Le plasmide 

modifie a ete purifie sur colonne d'af finite Qiaquick, puis 
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redigere par 80 unites de HindHI pendant 1 h a 37°C. Le fragment 
de 7 43 pb correspondant au promoteur a ete separe sur gel 
d' agarose a 0, 8 %, puis purifie sur colonne d'af finite Qiaquick. 
- La cassette "vidA-IV2/nos term" a ete obtenue en digerant 4 » g 
5 du plasmide P MRT1092 par 40 unites de HindHI et d'EcoRI pendant 1 
h. Le fragment de 2,2 kb correspondant a la sequence uldA-lV2/nos 
term a ete separe sur gel d'agarose a 0,8 %, puis purifie sur 
colonne d'af finite Qiaquick. 

La. ligation entre les trois fragments a ete realise en melangeant 
10 100 ng de plasmide binaire, 50 ng de fragment promoteur et 50 ng 
du fragment correspondant a la sequence » uldA-IV2/ nos term" dans 
un volume react ionnel de 20 ,1, en presence de 2 ul du tampon ADN 
ligase T4 10X (New England Biolabs) et 400 unites d'enzyme ADN " 
ixgase T4 (New England Biolabs). L'incubation a ete realise dans 
15 un thermocycleur en soumettant le melange de ligation a 198 cycles 
constitues chacun de 30 sec d'incubation a 30°C, et de 30 sec 
d'incubation a 10°C. Des bacteries Escherichia call DH5a, rendues 
prealablement competentes, ont ete transferees par la moitie du 
ailxeu reactionnel de ligation. L 'ADN plasmidique des clones 
20 obtenus, selectionnes sur milieu LB supplements en tetracycline 
(12 mg/1), a ete extrait selon la methode de lyse alcaline et 
analyse par digestions enzymatiques et amplification genique a 
l'aide des oligodesoxynucleotides 5- ATATGAGACTCTAATTGGATACCGAGGGG 
3' choisi sur 1 'ADN de transfert du plasmide binaire et 5' 
25 TTGATTTCACGGGTTGGG 3' choisi sur la cassette d' expression au 

niveau de la sequence uldA. L'un des clones retenu a ete denomme 
PMRT1182. 

Les plasmides pMRT1152, P MRT1171, pMRT1172 et P MRT1182 ont ete 
transferes dans la souche d< 'Agrobacterium tumefaciens LBA4404 

30 selon la technique decrite par Holsters et al . (1978). L ' ADN 
plasmidique des clones obtenus, selectionnes sur milieu LB 
supplements en Rifampicine (50 mg/1) et en Tetracycline (5 mg/1, 
a ete extrait selon la methode de lyse alcaline, modifiee en 
a 3 outant du lysozyme (25 mg/ml) dans le tampon de resuspension des 

35 cellules. L 'ADN plasmidique obtenu a ete analyse par digestions 
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enzymatiques et par amplification genique a 1 ' aide des 
oligodesoxynucleotides 5' ATATGAGACTCTAATTGGATACCGAGGGG 3' choisi 
sur le plasmide et 5' TTGATTTCACGGGTTGGG 3'" choisi sur la cassette 
d' expression. Les clones d* agrobacteries obtenus ont ete utilises 
5 en transformation genetique vegetale. 

4. Mesure et comparaison des niveaux d 'expression des differentes 

promoteurs par la methode d* expression transitoire. 

4.1. Culture in vitro du tabac, preparation des feuilles. 

Les experiences d* expression transitoire ont ete realisees sur des 

10 feuilles de tabac (Nicotians tabacum L.) du cultivar PBD6 agees de 
6 semaines. Des graines matures de tabac cv. PBD6 ont ete 
sterilisees pendant 10 min dans une solution d' hypochlorite de 
calcium saturee (70 g/1) , puis rincees trois fois pendant 5 min 
dans l'eau deionisee sterile. Les graines steriles ont ete 

15 deposees sur milieu MS20 (Murashige et Skoog, 1962) et incubees 
pendant 6 semaines en chambre de culture (temperature constante de 
24°C, photoperiode 16 h nuit / 8 h jour, intensite lumineuse de 
200 nmol photons. m~ 2 . sec -1 ) . 

Afin d'eviter l'eclatement des cellules du mesophylle foliaire 
20 lors de la transformation, les 2 feuilles principales des plantes 
de tabac PBD6 agees de 6 semaines ont ete excisees de la plante 2 4 
h avant transformation par biolistique, et deposees, face 
ad-ligneuse vers le haut, sur milieu BY 3 de plasmolyse douce (Sels 
MS 4,4 g/1, myoinositol 100 mg/1, thiamine 1 mg/1, KH 2 P0 4 200 mg/1, 
25 Saccharose 30 g/1, Sorbitol 45,5 g/1, 2,4 D 1 mg/1, p H 5,8). 
4.2. Enrobage des particules d'or par 1 'ADN des constructions 
chimeriques . 

La transformation par biolistique necessite le depot prealable de 
1 'ADN sur des billes d'or spheriques de 0, 6 urn de diametre 
30 sterilisees 10 min dans l'ethanol absolu (99,98 %, a moins de 0,02 
% d'eau), lavees quatre fois dans l'eau deionisee sterile, et 
enfin conservees pendant 4 semaines maximum a -20°C dans une 
solution de glycerol a 50%. 

La concentration de 1' ensemble des plasmides controles et essais, 
35 utilises durant la transformation a ete ajustee a 1 ug/ul . Dans 
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chacune des experiences de transformation, un contraie interne de 
reference (pCaMV35S JlIC) a ete cotransforme afin de normaliser les 
vacations de Lactivite GUS entre les differentes experiences 
(Leckie et a 1 . , 1994) . 
5 L'enrobage de 1'ADN sur les billes d , Qr ^ ^ 
realise en enceinte sterile a flux laminaire. Une fraction 
aliquote de 1,8 mg de suspension de billes steriles dans 30 ul de 
glycerol 50 %, a ete melanges vigoure.use.uent au vortex pendant 1 
M °' PUlS PeDdant 10 Sec — 20 * suspension d 1 ADN contenant 
>0 des plasmides * tester et 2 ug du plasmide de 

reference pCaMVSSSluc . Puis, 20 ul de C aC12 2,5 „ ont ete ajoutes 
et melanges vigoureusement pendant 10 sec. Ensuite, 20 ul de 
spermidine 0,1 „ on t ete ajoutes au melange et l-ensemble a ete 

15 IT™ V r teX 30 """""-nflr... L'enrobage de 

15 1 ABN sur les billes a ete poursuivi en incubant le melange dans 
la glace pendant 15 min, puis les billes enrobees ont ete 
centrifuges a faible Vitesse pendant 5 sec et lavees deux fois 
dans l'ethanol absolu. 

Apres lavage, les billes enrobees ont ete remises en suspension 
dans 32 ul d'ethanol absolu, soniquees 3 fois 2 sec, melanges 
vigcureusement au vortex pendant 15 sec, puis immediatement 
reparties en 4 parties aliquotes identiques sur les disques 
macrocarriers" steriles du systeme Biolistic PDS-lOCO/He prepares 
25 I !! reCOm " andati °- <* fournisseur ,Bio-Rad, Hercule, USA) 

25 L ensemble "support du macrocarrier / macrocarrier portent le 
depot de billes", a ete mis a secher pendant 5 min 
4.3. Bombardement des tissus foliaires de tabac et expression 
transitoire. 

Le bombardement des feuilles de tabac a ete effectue a 1-aide du 
30 systeme Biolistic PDS-1000/He en suivant les recommandations 
generales du fournisseur (Bio-Rad, Hercule, USA, concernant les 
manipulations et montages des differents elements de 1'appareil 
Cheque feuille a ete bombardee deux fois successivement en suivant 
les caracteristiques de tir suivantes : 
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- la pression d'helium choisie pour accelerer les billes est de 
6200 kPa (900 psi) . 

- l'echantillon vegetal a ete place a 9 cm de la zone 
d' acceleration des billes. 

5 - le tir a ete effectue sous une atmosphere en depression de 27 mm 
de mercure. 

Apres bombardement les feuilles ont ete laissees sur milieu BY3 et 
incubees 48 h a 1'obscurite en salle de culture a 24°c Cette 
incubation doit permettre I'expression transitoire des transgenes 
10 mtroduits dans les cellules. 

4.4. Evaluation de l-activite des deferents promoteurs par 

coloration histochimique . 

La revelation de 1' expression de la (^-glucuronidase a ete realise 
par coloration histochimique comme decrit par Jeffersson et al 
15 (1987). Apres 48 h en chambre de culture, chaque feuille a ete' 
coupee en deux selon 1 • axe de la nervure centrale. La moitie de la 
feuille a ete incubee dans du tampon de coloration de la 
^-glucuronidase (5-bromo, 4-chloro, 3-indolyl glucuronide (X-Gluc) 
500 mg/1, Triton xlOO 0,05% dans du tampon phosphate 0,1 M, p H 
m 7,0) pendant 48 h a 37°C ainrs ™ nQ i 

C ' alors <* ue 1' autre moitie a ete congelee 
dans 1 azote liquide, puis conservee a -80 °C 

Apres coloration, les feuilles ont ete depigments par passage 
dans deux bains d'ethanol 95 % pendant respectivement 3 et 12 h 
puis rincees dans 1 ■ eau distillee et sechees a plat entre deux ' 
25 feuilles de cellophane. 

Les resultats de ces colorations histochi I »i q ue s sent presents 
Fig. V. L-activite promotrice des differentes constructions a ete 
e.aluee par le nombre de points bleus reveles sur chaque feuille 
apres deux bombardements totalisant 2 ug d'ADN portant le gene 

30 rapporteur GUS. 

Deux categories de promoteurs ont ete identifies . Les feuilles 
bombardees avec les promoteurs MPrllie et MPrll46 presentent en 
»oyenne un nombre de points bleus tres importants superieurs a 150 
(Fig. V) comparable au nombre de points bleus obtenus en . 

35 bombardant les feuill<=<? h = ^ =- i 

es reuuies dans les memes conditions et avec la meme 
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quantite de plasmide controle pMRT1092. Les feuilles bombardees 
par le promoters MPrlll7 et MPrll47 presenters un nombre de 
points bleus compris en moyenne entre 50 et 150 (Fig. V) . 
En conclusion, les promoteurs chimeriques Mprllie et MPrll46 
5 permettent d'obtenir une expression de la ^-glucuronidase a un 
niveau superieur ou egal a celle obtenue a 1'aide du promoteur 
constitutif fort de reference D35S prom. 

4.5. Quantification de 1 'expression de la 3-glucuronidase par les 
different* promoteurs, par dosage enzymatique au luminometre 

10 Les demi-feuilles congelees ont ete broyees dans un mortier, puis 
la poudre a ete mise a decongeler dans du tampon detraction 
(Tns Phosphate 25 mM pH 7,8, Dithiothreitol 2 mM, acide 
1,2-diaminocyclohexane, N, N, N ' , N ' - tetracet ique 2 mM, glycerol 10 
%, Triton X100 1 %) a raison de 1 ml de tampon pour 200 mg de 
15 tissu. Le melange a ete homogeneise puis incube pendant 15 min 
dans la glace avant d'etre clarifie par centrif ugation pendant 5 
min a 16060 g. 

L'activite GUS a ete mesuree sur 20 d'extrait brut clarifie de 
feuille a 1'aide du kit de detection "GUS-Light chemiluminescent 
20 reporter gene assay" (Tropix Inc., Bedford, USA) selon les 

recommandations du fournisseur. La mesure de 1- emission de lumiere 
a ete effectuee a l'aide d'un luminometre Lumat LB 9507 
(EGG-Berthold, Bad Wildbad, Allemagne) . 

L'activite lucif erase a ete mesuree sur 20 ul d'extrait brut de 
25 feuille 4 l'aide du kit de detection "Lucif erase assay system" 
(Promega Corp., Madison, USA) selon les recommandations du 
fournisseur. La mesure de 1' emission de lumiere a ete effectuee a 
l'aide du luminometre Lumat LB 9507. 

Les resultats sent rapportes Fig. VI. Pour chaque essai (une 
30 feuille bombardee = un extrait brut), le rapport entre l'activite 
P-glucuronidase et l'activite lucif erase mesurees au luminometre, 
a ete calcule. La moyenne des differents essais pour une 

construction donnee et l'erreur qt-anHarH = 

eiieur standard a la moyenne ont ete 

determines. Les resultats obtenus montrent que • 
35 Les promoteurs MPrllie et MPrll46 (Fig. IV ) semblent augmenter 
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settlement !• expression du promoteur double 35 S du CaMV de 
reference <MPn092, Fig . XI) . Le promoteur MprJ146 * 
promo eur MPrlll 6 par llinsertion d , une dupiicatiQn e , 

as-2" precedant la boite "as-1 » w„ „ 
, ,„ ,. . e as 1 du Promoteur 35s du CaMV 

locazrsee entre la bolt. »as-l l ike " du promoteur du CoYMV et 
1 element specifique des tissus verts du promoteur du CsVMV Cette 
rnsertron d'elements du promoteur 35S du CaMV dans „Prll 46 selle 
auqmenter fakement le taux d . expression moyen par rapport T 
promoteur MPrlI16 f4 s sn n« - 1 - • 
•0 une syner g ie ^^^Z^ ^ 

^::r:rLit P r:::-rii r "d 7 ,Fig - iv> ne di ~ - - 

llke du P^moteur de CoYMV dans MPrlll? 
L'expression moyenne conferee nar -i a „ ^riiiv. 

^ c ounieree par le promoteur MPrlll7 eqi- 
sensiblement inferieure a r P n 0 
, ieure a cel le obtenue avec MPrlll6 (22 %) 

15 resultat su gg ,re que l. 41tat like „ du CoYfw ^ Ce 

::o:::::r chim6riqus 3ouerait » — — * — 

Le promoteur MPrll47 (Fia tvi ^iff- 

... Ulg - Iv > differe du promoteur MPrlll? par 

20 i :r d "T b ° lteS «t "as-2" entre les .laments -Is i 

vlts du T t " 1 '* 1 *^ nt — tissus 

sianirrlt \ -mblent conduire a une diminution 

9 " l£lCatlVe et Con -arable du taux d-expression moyen par 
rapport a MPrlll? »i r . p 

f , . ' ' • Association de ces elements semble 

25 avorrser une synerqie negative. N ,anmoins, ^expression l^L 
farble conferee par le promoteur MPrll47 ne differe que de 5^ 
celle obtenue avec le promoteur MPrl092. cet effet n, g atif 
pourrait etre explique, dans l e C as de ce promoteur chimerique 

30 mLZT*"! 00 " ^ " toentS — ^ateurs ou 

bren par un encombrement sterique de ces facteurs sur le 

promoteur, diminuant son activite. 

En conclusion, les promoteurs chimeriques MPrlll6 et MPrll 46 
semblent enqendrer une expression moyenne du qene rapport ur CUS 
au niveau des feuilles de tabac, sensiblement meilleure que celle 

35 obtenue avec MPrl092 celn-i-^-i cexxe 
litteratur. communement rapporte dans la 

ixtterature comme etant le promoteur chimeric^ le plus fort (de 
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1'ordre de 10 fois superieur au prcmoteur constitutif fort CaMV 
P35S (Kay et al . , 1987) , utilia « en routine en t 

et MPrll4 6 peuvent etre classes parmi les promoteurs chlM4rlqn .. 116 

les plus fort decrit a ce jour. 
5 Les promoteurs de plus faible expression peuvent presenter un 
xnteret en tant que promoteurs utilisables pour conferer une 
resistance a des antibiotics pour les besoins de la selection 
par exemple, de la meme maniere que les promoteurs type "nos" 
5. Expression des different* promoteurs dans le tabac apres 
10 transformation stable. 

5.1. Transformation stable dans le tabac. 

La transformation du tabac (Nicotians talcum L . , cultivar PBD6) a 
ete realise en infectant des disques foliaires isoles de plantes 
de tabac agees de 6 semaines par les agrobacteries recombinantes 
15 selon la methode decrite par Horsch et al . (1985) 

Tout au long de la transformation, les boites de Petri ont ete 
xncubees en chambre de culture dans les conditions suivantes • 
temperature de 24°c, photoperiode de 16 h nuit / 8 h jour 
intensite lumineuse de 200 ^ol photons . m- . sec- , et hormis pour 
20 1 etape initiale de coculture, 1- ensemble des etapes de 

callogenese, de regeneration et d ' enracinement a ete realise sur 
divers milieux selectifs supplements en Augmentin • (400 mg/1) e t 
Kanamycine • (200 ou 100 mg/ml) ; 

25 ^LTT^T ^ milleUX UtillS6S S ° nt le = : 

une etape de coculture de trois jours, lors de laquelle les 

agrobacteries infectent les cellules vegetales, sur milieu de 
cocu ture MS30 sblide (milieu de base MS (Murashige et S)coog, 
1962) additionne de vitamines (Gamborg et al., 1968) 4 4 a/1 
(Sigma, M0404), Saccharose 30 g/1, agar 8 g /l ,„ erck) , pH 5 , 7) 
supplements en Benzyl Ami no Purine a 1 mg /i et Acide Indole _ 3 
Acetique a 0,1 mg/1 . 

cnZ 'T 1 f ° rmati0n deS *» ^ux fois 2 serines en 

chambre de culture sur milieu de regeneration MS20 sollde (Sels et 
vitamines Ms 4,4 g/l (S igma, M0404) , Saccharose 20 
35 g/l <Merc k ), p „ 5 . 7) , suppltoent , en Ben2yl ^ * ^ ' ^ 
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Acide Indole-3 AcetimiP * n i 

^cetique a 0,1 mg/1, Augmentin • a 400 mg/1 et 
Kanamycme • a 200 mg/1. 

- una etape de developpement et d ■ enracinement de 3 serines en 
chambre de culture sur milieu de developpement MS20 solide 
supplement, en Augmentin • a 400 mg/1 et Kanamycine • a 100 mg/1 
s'uHli Pe / e rePlqUage Sn P ° tS " ™" ~ *> culture 

oH:;: et e r* 1 ™* — — en Augmentin . 

a 4UU mg/1 et Kanamycine • a 100 mg/1. 

10 'J 2 - MSSUre St * 1 'activity p-glucuronidase dans les 

10 plantes de tabac. 

L'activite fi-glucuronidase a ete mesuree sur des echantillons de 
Plantes transgenics de premiere generation, preleves 2 serines 
apres leur acclimatation en serre. Pour cnague piante, trois 
echant.llons de feuille ont ete preleves, sur une feuille 
15 (sxtuee au rang foliaire basal,, sur une feuille nature <sit!ee au 
rang fol la i re median,, et sur une feuille jeU ne (situee ^aplx 
Cnague echantillon a ete broye dans 1'azote liquide dans un ' 
mortrer puis la poudre a ete resuspendue dans du tampon 

20 acL "IT <TrlS Ph ° SPhate " PH 7 ' 8 ' ""niothreitol 2 mM, 
ac.de 1,2-d.ammocyclohexane, N, N, N' , N' -tetracetigue 2 mM 
glycerol 10 %, Triton X100 1 %) a rai™ hm , _ . 
mg de ti,„, i= •, raison d 1 ml de tampon pour 200 

mg de tl ssu. Le melange a ete homogeneise puis incube pendant 15 
mm dans la glace avant d'etre clarify ^ 

5 min a 16060 g. clarrf.e par centrifugation pendant 

25 L'activite GUS a ete mesuree sur 20 ul d'extrait brut clarifi, de 
feuille a 1'aide du kit de detection "GUS-Lignt chemiluminescent 
reporter gene assay" (Trop ix i nc ., Bedford; USA) ^ * S « nt 

recommandations du fournisspnr t * ™~ 

a ete effect,,*. - i ,°" niSSeUr - La mesu " Remission de lumiere 
a ete effectuee a 1'aide d'un luminometre Lumat LB 9507 
30 (EGG-Berthold, Bad Kildbad, Allemagne) 

La guantite de proteine totales presentes dans 1'extrait brut a ■ 

"b^T ^ teChniqUS ^ B " df0rd <1976 »' - le 
reactrf Bro-Rad protein assay" ( Bio-Rad, MUnchen, Allemagne, 
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LISTAGE DE SEQUENCE 



<1 10> MERISTEM THERAPEUTICS 

5 <120>PROMOTEURSCHIMERIQUESD'EXPRESSION CASSETTFS 
D'EXPRESSION, VECTEURS, PLANTES ET SeScES 
TRANSGDNIQUES LES LES CONTENANT, ET METHODES DE LEUR 

OBTENTION 

10 

<130> Promoteur Chim,rique CoYMV/CsVMV 



15 



<140> 
<141> 

<160> 18 



<170> Patentln Vers. 2.0 

20 <210> 1 
<211>243 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
25 <220> 

<223> Fragment de 243 pb du promoteurde la r,gion inter 
g,nique du Commelina Yellow Mosaic Virus 

<220> 
30 <221> promoter 
<222>(1)..(243) 



<300> 

<301> Medberry, S. L. 
35 Lockhart, B E. 

Olszewski, N. E. 

<302> The Commelina Yellow Mottle Virus promoter is a strong 
promoter in vascular and reproductive tissues 

<303> Plant Cell 
40 <304>4 

<306> 185-192 

<307> 1992 

<313> 1 JUSQU'A243 



45 <400> 1 

atccgccgtc atcaatgaca tcatcacagt actgaggaga tgaatactta gccatgaagt 60 

m^ 8 ^!"^ 8CCtttattC S 08 **** tggcactgaa aggcataaag 120 
tttgttcgtt cttatcaaaa acgaatctta tctttgtaac ttggttaccc ggtatgccgg 180 
ttcccaagct ttatttcctt atttaagcac ttgtgtagta gcttagaaaa ccaacacaac 240 



aac 
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243 



<210>2 
<211>515 
5 <212>ADN 

<213> Artificial Sequence 

<220> 

<223> Promoteur de la r,gion inter g,nique du Cassava 
1 0 Vein Mosaic Virus d'une s,quence de 5 1 5 pb EMBL 
U59751 

<220> 

<221> promoter 
15 <222>(1)..(515) 

<300> 

<301> Verdaguer, B. 
De Kochko, A. 
20 Beachy, R. N. 
Fauquet, C. 

<302> Isolation and expression in transgenic tobacco and rice 
plants of the Cassava Vein Mosaic Virus (CsVMV) 
promoter. 
25 <303> Plant Mol. Biol. 
<304>31 
<306> 1129-1139 
<307> 1996 
<308>EMBLU59751 

30 

<400> 2 

ccagaaggta attatccaag atgtagcatc aagaatccaa tgtttacggg aaaaactatg 60 
gaagtattat gtgagctcag caagaagcag atcaatatgc ggcacatatg caacctatgt 120 
tcaaaaatga agaatgtaca gatacaagat cctatactgc cagaatacga agaagaatac 1 80 

35 gtagaaattg aaaaagaaga accaggcgaa gaaaagaatc ttgaagacgt aagcactgac 240 
gacaacaatg aaaagaagaa gataaggtcg gtgattgtga aagagacata gaggacacat 300 
gtaaggtgga aaatgtaagg gcggaaagta accttatcac aaaggaatct tatcccccac 360 
tacttatcct tttatatttt tccgtgtcat ttttgccctt gagttttcct atataaggaa 420 
ccaagttcgg catttgtgaa aacaagaaaa aatttggtgt aagctatttt ctttgaagta 480 

40 ctgaggatac aacttcagag aaatttgtaa gtttg 515 

<210>3 
<21 1> 317 
<212> ADN 
45 <213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> Promoteur MPrl 116 
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<220> 

<221> promoter 
<222>(1)..(317) 



10 



<400> 3 

aagcttgcat gctgcagact agtatccgcc gtcatcaatg acatcatcac agtactgaee 60 
agatgaatag ctagccatga cactctgtgc gaatattgaa gacgtaagca ctgacgaSfa 120 
caatgaaaag aagaagataa ggtcggtgat tgtgaaagag acatagagga cacatgtaag 180 
gtggaaaatg taagggcgga aagtaacctt atgcatttgt aacttggtta cccggtatec 240 
cggttcccaa gctttatttc cttatttaag cacttgtgta gtagcttaga aaaccaiac 300 
aacaacctag aggatcc 3 j 7 



<210> 4 
<211>348 
15 <212>ADN 

<213> Artificial Sequence 



20 



<220> 

<223> Promoteur MPrl 1 17 

<220> 

<221> promoter 
<222> (1)..(348) 



25 <400>4 

aagcttgcat gcctgcagac tagtatccgc cgtcatcaat gacatcatca gactagtatc 60 
cgccgtcatc aatgacatca tcacagtact gaggagatga atagctagcc atgacactct 120 
^gcgaatat tgaagacgta agcactgacg acaacaatga aaagaagaag ataaggtcgg 180 

S^^S^ 8BaCaC,tt8t m88t8Saaa atgtaag8gC ^af g 240 
cttatgcatt tgtaacttgg ttacccggta tgctggttcc caagctttat ttccttattt 300 

aaacttgtgt agtagcttag aaaaccaaca caacaaccta gaggatcc 348 



30 



<210> 5 
<211>371 
35 <212>ADN 

<213> Artificial Sequence 



<220> 

<223> Promoteur MPrl 146 
<220> 

<221> promoter 
<222> (1)..(371) 



45 <400>5 



aagcttgcat gctgcagact agtatccgcc gtcatcaatg acatcatcac agtactgagg 60 
agatgaatag ctagtgattg atgtgatatc aagattgatg tgatatctcc actgacgtaal20 
gggatgacgc atgccactct gtgcgaatat tgaagacgta agcactgacg acaacaatga 180 
aaagaagaag ataaggtcgg tgattgtgaa agagacatag aggacacatg taaggtggaa 240 
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aatgtaaggg cggaaagtaa ccttatgcat ttgtaacttg gttacccggt atgccggttc 300 
ccaagcttta tttccttatt taagcacttg tgtagtagct tagaaaacca acacaacaac 360 
ctagaggatc c 37! 

5 <210>6 
<211>398 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 

10 <220> 

<223> Promoteur MPr 1 1 47 

<220> 

<221> promoter 
15 <222>(1)..(398) 

<400> 6 

aagcttgcat gcctgcagac tagtatccgc cgtcatcaat gacatcatca gactagtatc 60 
cgccgtcatc aatgacatca tcacagtact gaggagatga atagctagcc tgcagactag 120 
20 tggattgatg tgatatctcc actgacgtaa gggatgacgc atgccactct gtgcgaatat 180 
tgaagacgta agcactgacg acaacaatga aaagaagaag ataaggtcgg tgattgtgaa 240 
gagacataga ggacacatgt aaggtggaaa atgtaagggc ggaaagtaac cttatgcatt 300 
tgtaacttgg ttacccggta tgctggttcc caagctttat ttccttattt aaacttgtgt 360 
agtagcttag aaaaccaaca caacaaccta gaggatcc 398 

25 

<210> 7 

<211>301 

<212>ADN 

<213> Artificial Sequence 
30 . 

<220> 

<223> Promoteur MPrl 1 54 

<220> 
3 5 <22 1 > promoter 
<222>(1).;(301) 



<400> 7 

aagcttgcat gcctgcagac tagtggattg atgtgatatc tccactgacg taagggatga 60 
40 cgcatgccac tctgtgcgaa tattgaagac gtaagcactg acgacaacaa tgaaaagaag 120 
aagataaggt cggtgattgt gaagagacat agaggacaca tgtaaggtgg aaaatgtaag 180 
ggcggaaagt aaccttatgc atttgtaact tggttacccg gtatgctggt tcccaagctt 240 
tatttcctta tttaaacttg tgtagtagct tagaaaacca acacaacaac ctagaggatc 300 
c 301 

45 

<210> 8 

<211>65 

<212>ADN 

<213> Artificial Sequence 
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<220> 

<223> Motif d,soxynucl,otidique de construction "sens" 
S 1 

5 

<400> 8 

catgctgcag actagtatcc gccgtcatca atgacatcat cacagtactg aggagatgaa 60 
tagct 65 

10 <210>9 
<211> 60 
<212>ADN 

<213> Artificial Sequence 
15 <220> 

<223> Motif d,soxynucl,otidique de construction "sens" 
S2 

<400> 9 

20 agccatgaca ctctgtgcga atattgaaga cgtaagcact gacgacaaca atgaaaagaa 60 

<210> 10 
<211>62 
<212> ADN 
25 <213> Artificial Sequence 

<220> 

<223> Motif d,soxynucl,otidique de construction "sens" 
S3 

30 

<400> 10 

gaagataagg tcggtgattg tgaaagagac atagaggaca catgtaaggt ggaaaatgta 60 
a 8 62 

35 <210> 11 
<211>63 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
40 <220> 

<223> Motif d,soxynucl,otidique de construction "sens" 
S4 

<400> 1 1 

45 ggcggaaagt aaccttatgc atttgtaact tggttacccg gtatgccggt tcccaagctt 60 
tat 63 



<210> 12 
<211>63 
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<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 

<220> 

5 <223> Motif d,soxynucl,otidique de construction "sens" 
S5 

<400> 12 

ttccttattt aagcacttgt gtagtagctt agaaaaccaa cacaacaacc tagaggatcc 60 
10 ccg £2 

<210> 13 
<211>63 
<212> ADN 
15 <213> Artificial Sequence 

<220> 

<223> Motif d,soxynucl,otidique de construction "sens" 
S6 

20 

<400> 13 

catgctgcag actagtggat tgatgtgata tctccactga cgtaagggat gacgcatgcc 60 
act 63 

25 <210> 14 
<211>79 
<212>ADN 

<213> Artificial Sequence 
30 <220> 

<223> Motif d,soxynucl,otidique de construction "sens" 
S7 

<400> 14 

35 catgctgcag actagtgatt gatgtgatat caagattgat gtgatatctc cactgacgta 60 
agggatgacg catgccact 79 

<210> 15 
<211>34 
40 <212>ADN 

<213> Artificial Sequence 

<220> 

<223> Motif de guidage d,soxynucl,otidique de 
45 construction Gl 



<400> 15 

gactcctcta cttatcgatc ggtactgtga gaca 



34 
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<210> 16 
<211>33 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Motif de guidage d,soxynucl,otidique de 
construction G2 

10 <400> 16 

gctgttgtta cttttcttct tctattccag cca 33 

<210>17' 
<211>31 
15 <212>ADN 

<213> Artificial Sequence 

<220> 

<223> Motif de guidage d,soxynucl,otidique de 
20 construction G3 

<400> 17 

attccacctt ttacattccc gcctttcatt g 3l 

25 <210> 18 
<211>32 
<212> ADN 

<213> Artificial Sequence 
30 <220> 

<223> Motif de guidage d,soxynucl,otidique de 
construction G4 
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<400> 18 

caagggttcg aaataaagga ataaattcgt ga 32 
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REVENDICATIONS '"i-tiii,; 



1) Promoteur chimerique d'exore^,- 

sequence d'acide nucieique Z au moins une 

vegetal comportant une reaion PreI " ler """^ 

5 vasculaire veqetale ladC Pr °""° trlCS de 1' expression 
-getale etant reticle par r :r 0n . Pr0ffl0triCe 

Promotrice de 1- expression dans del , c ™P°«ant une region 

.2 > Promoteur chimerique d^expres ■ ^ taUX ' 

10 oaracterise en ce m Cdit ^ I '" l ° B SSl ° n "vendition 1, 
* ^r U s de la mosaCquetle dT" Pr ° m ° teUr -ovient 
=.euxie»e promoteur ^^nTT 1 "" ^ 
cassava (CsVMV) . dU v "us de la mosalque de 

3) Promoteur chimerique selon >. 
15 indications Precedences carac ^r 6 . qUeiC ° ngUe d " 

C'acide nucieique proviennent des 1" " " *" "* qU " C " 
■ Prefer et deuxieme promoteurs "^rqeniques des 

4) Promoteur chimerique selon 1< 

revendications precedences " ™ aes 
20 - P«tie d'une se^^ " " ~m P rend au 

-us x. numero S EQ . ID01 ^* »«= ^entiriee 

sequence decide nucieique identLL TsZTl ^ ^ 
5) Promoteur chimerique selon n ™"° SE °-II>°2. 

revendications precede!! ^"^e cles 

- — ide nuciei^ ::to::;e:r::" ris6 en ce - ia — 

sequence identifies sL C <*>°>i>t. en la 

«' -omoteur chime^e ^T- SEQ ' ID ° 3 - 
revendications precedenCe, ^elconque des 

-cide nucieique J^^*^ " " ^ ^ 
30 sous le numero S EQ . ID0 T * 

" Promoteur chime rique selon i ' ' 
revendications precedences ' =.»c ™ ""^^ 
d 'acide nucieique du p,.^; " » «» sequence 
-entiriee sous le numero S EQ . ID05 
8^ Promoteur chimerique s «7«n w ' 

revocations precedences, ^ctl^T^T 

ce ^ Ue sequence 



} - Pr ° m0teur chimerique selon l^ne au el 
revendications precedent.. quelconque des 

identifiee sous le n]m , COnslste en la sequence 

s xe n umero SEQ.ID07. 

"J Promoteur chimerique d , expresslon 

d' origin, virale, dont una parL ^Prenant un promoteur 

promoteur de I'expression dans ""i; 13 ' 8 " «*»«* 
'0 U, Promoteur chimerique " *' tlSSUS **««•<" verts (GI , . 
10- caracterise en ce L l^L T" "™»<"«tio» 
dement d'ori gine vl * al „ ^ eX ° 9tae Promoteur GT est 

" * virus de la »osa Iq ue .aune de™ d '° ri9ln6 ^ 

13> Promoteur chimer iq u ^£ ™ laa " 
12, caracterise en ce que ,'17 ^ ""Action 

*» virus de la mosaique de cas!!^ ^ P»vl„t 

«> Promoteur =h im er lq ue d" X pre! 
20 10, caracterise en ce 1! i- ^ PreSS1 ° n ssi °» 1« revendication 

1' element endogene p romot eX °^ ne GT «"«*■<=. 

vasculaires ,VT, du promoteur d'orioL ^ " SSUS 

1 = ) Promoteur chimerique selon 1 ""^ 

revendications precedents caract ^ 

16) Promoteur chimerique selon , - ' 
revendications precedences cara t"" d " 
°utre au moins une boite »asl liL^T " C * Mmp « nd « 

operationnelle en amont de l'elL ent 

vegetaux verts GT " pr ° m °teur dans les tissU s 



17) Promoteur chimerique selon 
revendications pr.Cdentes 1 0^™°°°"" *' 
outre au moins une boite J SCte " Se en ce 1"'" comprend en 

amont de 1' element promoteur dans'T "V" 1 *" <**«ttonn.ll e en 
35 IB, Promoteur chimerique selon T- " V ^ taU * GT - 

revendications preceded ""• lco »1»« les 

precedentes, caracterise en ce ou'ii 

ce qu ri comprend en 



"-ma.ifc /S^M? jus.™,..... 
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outre au moins une boite »as2" n*» h 

-ont de 1- element promoteur ie * """" «**«tion„. lle en 

19> Promoteur cnimeri que selon 1-, Ve " S V ^etaux GT . 

"venditions 10 a w'^™ <^conque des 

consistant en SEO Tnr»o or, Parmi l e groupe 

et S EO . ID07 . Q - ID ° 2 ' ID03, SEQ.1B04, SEQ . ID05 , SEQ . ID06i 

ladite region promotrice v™ ™ eUl " 1 " 
remplacee par une B4quanoo d , aci ^ "ant 

deuxieme promoteur vegetal at ""^que, derives d-un 

^ 1'expression dans des tlss <»• promotrice 

» *-* liees de ^j^:^: rrr- - — 

nucleigue a exprimer codanf „ sequence d'acide 

— • * une stance d aC: * — «, elle 

transcription. ^ nUcl "<fe d. terminaison de 

21) Cassette d' expression selon 
20 caracterisee en ce que ledit indication 20, 

du virus de la ^T"' Pr0, " 0teUr 

Ceuxieme promoteur vegetal" O0 "* aUn « (C °™" et ledit 

cassava (CsVW, . * dU V " US d * 1- ^saique de 

fusxonnee a au moins une partie ! ^ SEQ -^ 

identiriee sous le numero SEQ . ID02 * *' ^ 

23) Cassette depression selon 1 = 
30 caracterisee en ce que , "vendition 20, 

Promoteur consists en la s^"" nUC " 1 *» *> 

SE0.ID03. SeqUe " Ce "entifiee sous le num ero 

24) Cassette d'expression selon 

caracterisee en ce aue , indication 28, 

35 promoteur consiste en la V^"" *' ^ aucl * 1 *» * 

SEQ.ID04. ^ SeqUSnCe "entifiee sous le numero 
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25) 



Cassette d • expression selon la revendication 20, 
caracterisee en ce que la sequence d' acide nucleique du 
promoteur consiste en la sequence identifiee sous le numero 
SEQ.ID05. 

5 26) Cassette d' expression selon la revendication 20, 
caracterisee en ce que la sequence d' acide nucleique du 
promoteur consiste en la sequence identifiee sous le numero 
SEQ. ID0 6. 

27) Cassette depression selon la revendication 20 

10 caracterisee en ce que la sequence d' acide nucleique du 

promoteur consiste en la sequence identifiee sous le numero 
SEQ.ID07. 

28) Sequence d' acide nucleique promotrice isolee, caracterisee 
en ce qu'elle comprend une fusion d' au moins une partie de 

15 chacune des sequences identifies sous les numeros SEQ.ID01 et 
SEQ.ID02. 

29) Sequence d' acide nucleique promotrice isolee selon la 
revendication 28, caracterisee en ce qu'elle correspond a la 
sequence identifiee sous le numero SEQ.ID03. 

20 30) Sequence d' acide nucleique promotrice isolee selon la 
revendication 28, caracterisee en ce qu'elle correspond a la 
sequence identifiee sous le numero SEQ.ID04. 

31) Sequence d' acide nucleique promotrice isolee selon la 
revendication 28, caracterisee en ce qu'elle correspond a la 

25 sequence identifiee sous le numero SEQ r lD05. 

32) Sequence d' acide nucleique promotrice isolee selon la 
revendication 28, caracterisee en ce qu'elle correspond a la 
sequence identifiee sous le numero SEQ.ID06. 

33) Sequence d' acide nucleique promotrice isolee selon la 
30 revendication 28, caracterisee en ce qu'elle correspond a la 

sequence identifiee sous le numero SEQ.ID07. 

34) Motif desoxynucleotidique de construction d'un promoteur 
chimerique d' expression ou d'une sequence d' acide nucleique 
promotrice isolee selon 1'une quelconque des revendications 1 a 

35 19 ou 28 a 33, caracterise en ce qu'il correspond a la sequence 

identifiee sous le numero SEQ.ID08. 
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d f-^-^°t idique de construction d , m pr 

zzTrZ Lrr::;:: r d,une s ~ d,acide ■ 

19 ou 28 a 33 \ 1,8 d « revendications l a 

ixee sous le numero SEQ.ID09 

£~^*>»«*» - construction d'un pr0 moteur 

™z s n:;:: r^rr d — — 

19 ou 28 4 33 cmelconque des revendications 1 a 

.0 identif - """erise » ce qu-il correspond a la sequence 

10 identifiee sous le numero SEQ.ID10 

d d f S ° XynUCl60t d * construction d'un promoteur 

Pr o™ Lrr::;:: z:r r quence d,acide 

19 ou 28 * 33 quelconque des revendications 1 a 

15 identif —"rise en ce qu'il correspond a X. sequence 

15 identifiee sous le numero SEQ.ID11 ^ 

• clique' d f S ° XyBUCl ^ tidi - d * construction d-un promoteur 

Pr ™ s it::;:: r u d ; une d ' acide nuci * ique 

19 ou 28 a 33 ^alconque des revendications 1 a 

20 idenL Le o^sT ^ " * ^ 

LIIlee sous le numero SEQ.ID12 

d f S °~eotidique de construction d-un promoteur 
chimenque d expression ou c une sequence d' acide nucleicue 

:rr;; c : r 4e seion i,une gue — - «-££r l 4 

25 identifi- Ca " ct «-^ en ce qu'il correspond a la sequence 

is identifiee sous le numero SEQ.ID13 ' 

ZJS" d d f S ™^^- - construction d-un promoteur 
promeT »P«-«on ou d'une sequence d'acide nucleique 

rr:r; ;r e selon i,une quei ~ —catX i a 

30 idenTi Le oLsTe"" " " """^ * ^ — 

IIiee sous le numero SEQ.ID14 

::::;r«rrrr:,':;':: :;r "™ -« 

« U 28 a 33 ' caracterise en ce cm' il 

35 correspond a la sequence identi^^ , 

yuence identifiee sous l e numero SEQ.ID15 
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42) Motif de guidage desoxynucleotidique de construction d'un 
promoteur chimerique d' expression ou d'une sequence d' acide 
nucleique promotrice isolee selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 19 ou 28 a 33, caracterise en ce qu' il 

5 correspond a la sequence identifiee sous le numero SEQ.ID16. 

43) Motif de guidage desoxynucleotidique de construction d'un 
promoteur chimerique d' expression ou d'une sequence d' acide 
nucleique promotrice isolee selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 19 ou 28 a 33, caracterise en ce qu' il 

10 correspond a la sequence identifiee sous le numero SEQ.ID17. 

44) Motif de guidage desoxynucleotidique de construction d' un 
promoteur chimerique d' expression ou d'une sequence d' acide 
nucleique promotrice isolee selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 19 ou 28 a 33, caracterise en ce qu' il 

15 correspond a la sequence identifiee sous le numero SEQ.ID18. 

45) Vecteur comprenant un promoteur, ou une sequence d' acide 
nucleique promotrice, capable d'initier la transcription d'une 
sequence d' acide nucleique codant pour un polypeptide a 
produire, caracterise en ce que le promoteur ou la sequence 

20 d' acide nucleique promotrice isole correspond a un promoteur 
chimerique d' expression ou a une sequence d' acide nucleique 
promotrice selon l'une quelconque des revendications 1 a 19 ou 
28 a 33. 

46) Vecteur selon la revendication 45, caracterise en ce qu' il 
25 est choisi dans le groupe consistant en les vecteurs binaires 

identifies sous les numeros pMRT1152, pMRT1171, pMRT1172. 

47) Precede d' obtention d' un promoteur chimerique d' expression 
ou d'une sequence d' acide nucleique promotrice isolee selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 19 ou 28 a 33, 

30 caracterise en ce qu' il comprend les etapes consistant a : 

- effectuer une reaction de ligation en chaxne, appelee 
LCR, produisant un ADN simple brin continu a partir d' au moins 
un motif desoxynucleotidique de construction choisi parmi le 
groupe consistant en les desoxynucleotides "sens" SI, S2, S3, 

35 S4, S5, S6, et S7 identifies sous les numeros SEQ.ID08, 
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SEQ.ID09, SEQ.ID10, SEQ.ID11, SEQ.ID12, SEQ.ID13 et SEQ.ID14 
respectivement, et au moins un motif de guidage 
desoxynucleotidique de construction de ladite sequence d' acide 
nucleique promotrice ou du promoteur choisi parmi le groupe 
5 consistant en l es desoxynucleotides de guidage Gl, G2, G3, et G4 
identifies sous les numeros SEQ.ID15, SEQ.ID16, SEQ.ID17 et 
SEQ . ID1 8 respect ivement ; 

- effectuer une amplification PGR sur le simple brin obtenu 
dans l'etape precedente permettant d'obtenir un ADN double brin 

10 correspondant au promoteur chimerique d' expression ou a la 
sequence d' acide nucleique promotrice; 

- eventuellement isoler le promoteur ou la sequence d' acide 
nucleique promotrice. 

48) Procede selon la revendication 47, caracterise en ce que 

. 15 1'on phosphoryle les motifs desoxynucleotidiques de construction 
avant ligation. 

49) Procede selon la revendication 47, caracterise en ce que la 
ligation s'effectue en presence d' au moins une ligase d' ADN dans 
un thermocycleur, selon les conditions suivantes : 

20 - un cycle d' environ une minute a environ 94 °c / 

- huit cycles identiques chacun compose de la succession 
d' etapes suivantes : 

- une minute a 65°C, une minute a 57°C, une minute a 52°C 
une minute a 48°C, une minute a 43°C et dix minutes a 37°C. 

25 50) Plante transgenique ayant integre de maniere stable dans 
son genome au moins un promoteur ou au moins une sequence 
d' acide nucleique promotrice selon 1'une quelconque des 
revendications 1 a 19 ou 28 a 33 respectivement . 

51) Plante transgenique selon la revendication 50, caracterisee 
30 en ce qu' elle est choisie parmi les especes dicotyledones, 

telles que la pomme de terre, le tabac, le coton, la laitue la 
tomate, le melon, le concombre, le pois, le colza, la betterave, 
ou le tournesol, ou les especes monocotyledones, telles que le 
ble, l'orge, 1'avoine, le riz, ou le mais. 
35 52) Propagule d'une plante transgenique selon 1'une quelconque 
des revendications 50 ou 51. 
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53) Prcpagule d'une plants transgenic selon la revendicatlon 
52, caracterisee en ce qu'elle est une semence. 

54) Cellule contenant un promoteur ou une sequence d' acide 

^al9ou28a33 respectivement . 

55) cellule selon la revendicatlon 54, caracterisee en ce 
qu elle est une cellule vegetale. 

56, Methode d' expression d'une sequence d' acide nucleique, ou 

10 I«a e : t COdant P ° Ur ^ P ° lyPeptide 4 P^uire, ^ns une cellule, 
caracterrsee en ce qu'elle comprend les etapes consistent a • 
- transformer la cellule avec un vecteur comprenant au ' 
moms un promoteur ou au moins une sequence d' acide nucleique 
pronotrrce selon 1'une queiconque des revendications 1 a 19 ou 



28 a 33 

15 



- faire une culture de la cellule dans des conditions 
permettant 1'expreasion de la sequence decide nucleique, ou 
gene, codant pour le polypeptide. 

57, M^thode selon la revendicatlon 56, caracterisee en ce que 
la cellule est une cellule procaryote ou eucaryote 

20 58, Methode selon 1'une queiconque des revendications 56 ou 57 
caracterisee en ce que la cellule est une cellule choisie dans' 
le groupe consistent en les cellules microbiennes, les cellules 
fongrques, les cellules d-insectes, les cellules angles, et 
les cellules vegetales. 

25 59, Methode selon 1-une queiconque des revendications 56 a 58 

60, Methode d-obtention d'une plante transgenic selon 1-une 
queiconque des revendications 50 ou 51, ou d'une propagule selon 
a revendrcation 52, caracterisee en ce qu'elle comprend les 

30 etapes consistant a : 

- transformer une cellule vegetale avec un vecteur 
comprenant au moins un promoteur ou au moins une sequence 
d ac ld e nucleique promotrice selon 1'une queiconque des 
revendications 1 a 19 ou 28 a 33 ; 
35 - selectionner la cellule vegetale ayant integre le 

promoteur ou la sequence d' acide nucleique promotrice ; 
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- propager la cellule vegetale transferee et selectionnee 
SOlt Sn cult ^' soit par regeneration de plantes entieres 
chimeriques ou transgeniques . 



5 
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REVENDICATIONS £ <f 

1) Promoteur chi^riqu. d'e*pre 5Si on covenant au morns une 
sequence d'acide nucleique, d6riv , e d , u „. . 
vegetal comportant une region promotrice de i'expression 
vasculaire vegetale. ladite region promotrice vasculaire 
vegetale etant remplacee par une sequence d'acide nucleique 
derrvee d'un deuxieme promoteur vegetal et comportant une region 
promotrrce de ^expression dans des tissus verts vegetaux 
2, Promoteur chimerics d' expression selon la revendication 1 
•0 caracter.se en ce que ledit prefer promoteur vegetal provient 
du vrrus de la mosaique jaune de commelina (CoYMV) et ledit 
deuxieme promoteur vegetal provient du virus de la mosaique de 
cassava (CsVMV) . • 

3) Promoteur chimerique selon 1'une quelconque des 

d'a V c e il iC n ati ? nS P ^ denteS —arise en ce que les sequences 
d acxde nuclexque proviennent des regions intergeniques des 
premier et deuxieme promoteurs. 

4) Promoteur chimerique selon 1'une quelconque. des 

20 ™ iCati ° nS P^edentes caracterise en ce qu'il CO m P rend au 
20 moxns une partie d'une sequence decide nucleique identify 
sous le numero SEQ.ID01 fusionnee a au moins une partie d'une 
sequence decide nucleique identifier sous le numero SEQ.ID02 

5) Promoteur chimerique selon 1'une quelconque des 

25 decide 10 " 1 " 5 ™erise en ce que la sequence 

d acxde nuclexque du promoteur chimerique consiste en la 
sequence identifiee sous le numero SEQ.ID03. 

6) Promoteur chimerique selon 1'une quelconque des 
revendi cati pr , c , dentes , caract , ris , en ce gue ^ 

dac.de nuclexque du promoteur consiste en la sequence 
xdentxfiee sous le numero SEQ.ID04. 

V) Promoteur chimerique selon 1'une quelconque des 
revendications precedentes, caracteris, en ce que la sequence 
d acxde nucleique du promoteur consiste en la sequence 
identxfxee sous le numero SEQ.ID05. 
35 8) Promoteur chimerique selon 1'une quelconque des 
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revendications precedentes, caracterise en ce que la sequence 
d'acide nucleique du promoteur consiste en la sequence 
identifiee sous le numero SEQ.ID06. 

9) Promoteur chimerique selon l'une quelconque des 

5 revendications precedentes r-a r-^r-i-Ari 

yi-eaences, caracterise en ce que la sequence 

d'acide nucleique du promoteur consiste en la sequence 

identifiee sous le numero SEQ.ID07. 

10) Promoteur chimerique depression comprenant un promoteur 
d' engine virale, dont une partie consiste en un element exogene 

10 promoteur de 1' expression dans des tissus vegetaux verts (GT, 

11) Promoteur chimerique d' expression selon la revendication 
10, caracterise en ce que 1' element exogene promoteur GT est 
egalement d'origine virale. 

12) Promoteur chimerique d' expression selon la revendication 

15 10, caracterise en ce que le promoteur d'origine virale provient 
du virus de la mosaique jaune de commelina (CoYMV) . 

13) Promoteur chimerique d' expression selon la revendication 
12, caracterise en ce que 1' element exogene promoteur provient 
du virus de la mosaique de. cassava (CsVMV) . 

20 14) Promoteur chimerique d' expression selon la revendication 
10, caracterise en ce que 1' element exogene GT remplace 
1' element endogene promoteur de l'expression dans les tissus 
vasculaires (VT) du promoteur d'origine virale. 

15) Promoteur chimerique selon l'une quelconque des 

25 revendications precedentes, caracterise en ce qu'il comprend" en 
outre au moins une boite "endosperme like". 

16) Promoteur chimerique selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce qu'il comprend en 
outre au moins une boite "asl like" liee de maniere 

30 operationnelle en amont de 1' element promoteur dans les tissus 
vegetaux verts GT. 

17) Promoteur chimerique selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce qu'il comprend en" 
outre au moins une boite "asl" liee de maniere operationnelle en 

35 amont del' element promoteur dans les tissus verts vegetaux GT 



13) Promoteur chimerique selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce qu'il comprend en 
outre au moins une boite »as2" liee de maniere operat ionnelle en 
amont de 1' element promoteur dans les tissus verts vegetaux GT . 
5 19) Promoteur chimerique selon l'une quelconque des 

revendications 10 a 18 precedentes, caracterise en ce qu'il 
comprend au moins une sequence choisie parmi le groupe 
consistant en SEQ.ID02, SEQ.ID03, SEQ.ID04, SEQ.ID05, SEQ.ID06, 
et SEQ.ID07. 

10 20) Cassette d' expression comprenant au moins une sequence 
d'acide nucleique, derivee d'un premier promoteur vegetal 
comportant une region promotrice de 1' expression vasculaire 
vegetale, ladite region promotrice vasculaire vegetale etant 
remplacee par une sequence d'acide nucleique, derivee d'un 
15 deuxieme promoteur vegetal et comportant une region promotrice 
de 1' expression dans des tissus verts vegetaux, les sequences 
etant liees de maniere operationnelle a une sequence d'acide 
nucleique a exprimer codant pour un polypeptide a produire, elle 
meme liee a une sequence d'acide nucleique de terminaison de 
20 transcription. 

21) Cassette d' expression selon la revendication 20, 
caracterisee en ce que ledit premier promoteur vegetal provient 
du virus de la mosaique jaune de commelina (CoYMV) et ledit 
deuxieme promoteur vegetal provient du virus de la mosaique de 

25 cassava (CsVMV) . 

22) Cassette d'expression selon la revendication 20 
caracterisee en ce qu'elle comprend au moins une partie d'une 
sequence d'acide nucleique identifiee sous le numero SEQ.ID01 
fusionnee a au moins une partie d'une sequence d'acide nucleique 

30 identifiee sous le numero SEQ.ID02. 

23) Cassette d'expression selon la revendication 20, 
caracterisee en ce que la sequence d'acide nucleique du 
promoteur consiste en la sequence identifiee sous le numero 
SEQ. ID03. 

35 24) Cassette d'expression selon la revendication 20, 



caracteris^e en ro i „ - 

s-e en ce que la sequence d'acide nucleique du 

promo teur ^on qiofn i ^ 

SEQ.ID04. SeqUS " Ce id -"«- «°« le numero 

25) Cassette d ' oyn^q <a i on 

^P-ssion selon la revendication 20 
5 caracterisee en mi a i -» „ - ' 

-e en ce que la sequence d'acide nucleique du 

=: conslste en la s , guence identiflse sous ie m 

26, cassette depression selon la revendication 20 
caracterisee en ce que la sequence d'acide nucieicj.e du 

27) Cassette d ■ expression selon la revendication 20 
caracterisee en ce que la sequence d'acide nucleique du 

, LTxboT conslste en 13 id — — - — 

• en 8 'ce S qTllT " ^ ^ 

en ce qu elle comprend une fusion d'au moins une partie de 

chacune des sequences identifiees ^n,,= 1= „ . 

SEQ.ID02. SOUS les ™«os SEQ.ID01 et 

20 29) sequence d'acide nucleique promotrice isolee selon la 
revendrcation 28, caracterisee en ce qu'elle correspond la 
sequence identifiee sous le numero SEQ ID03 

30) sequence d'acide nucleique promotrice isolee selon la 

revendication 28, caracterisee en ce au'ell» ^ 
o< * qu e11 ^ correspond a la 

25 sequence identifiee sous le numero SEQ.ID04 

31) Sequence d'acide nucleique prcnotrice isolee selon la 
revendication 28, caracterisee en ce qu'elle correspond a la 
sequence identifiee sous le numero SEQ.ID05 

32, sequence d'acide nucleique promotrice isolee selon la 
30 revendxcation 28, caracterisee en ce qu'elle correspond a la 

sequence identifiee sous le numero S E Q. ID 06 

33, sequence d'acide nucleique promotrice isolee selon la 

revendication 28, caracterisee en ce au'»n = 

. ^ en ce 9" elle correspond a la 

sequence xdentifiee sous le numero SEQ.ID07 

35 34, Motif desoxynucieotidique de construction d'un promoteur 
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chimerique depression ou d' une sequence d'acide nucleique 
proraotrice isolA~ s»i™ i>„„. , que 
19 ou 2« A 7, quelconque des indications 1 a 

L r - f ■ c "* c " ri »« - ce qu'U correspond a !a sequence 

iden._if iee sous le numero SEQ.ID08. <J"-ncs 

5 35) Motif desoxynudeotidique de construction d' un promoteur 
cheque depression ou d'une sequence d-acide nucleique 

llZTl S6l0n X ' Une 9UelC ° nqUe ^ —ations i a 

19 ou 28 a 33, caracterise en ce qu'il correspond a la sequence 
identifiee sous le numero SEQ. ID09 sequence 

10 l 6 Lr° tlf 6 J mC1 ^^ - construction d- un promoteur 
promT " eXPreSSi ° n ° U d '»« «*°«~ ^'acide nucieique 

" : u 2 r :°: :r* e seion i,une quei °° nque ~.ti, M i * 

dentif C »» ct *' 1 »* - « correspond a !a sequence 

laentifiee sous le numero SEQ.ID10. 

15 .37, Motif desoxynudeotidique de construction d'un promoteur 
ChlBenq " e ssion ou d-une sequence d-acide nucleique 

ZTulTl SSl0n indications 1 a 

denti - ce qu'il correspond a la sequence 

laentifiee sous le numero SEQ.ID11 

20 38, „ otif desoxynucleotidique de construction d'un promoteur 
cheque d' expression ou d-une sequence d-acide nucleique 

1 7Z 7* Sel ° n 1,Une qUelC ° nqUe dSS indications 1 4 

denti L 3 CaraCt4rlSS M « correspond a la sequence 

laentifiee sous le numero SEQ.ID12 - 

25 chL- M ° tif ^ construction d'un promoteur 

Chl,eriqUe Expression ou d'une sequence d-acide nuclSique 

HZTlTl T" SSl0n 1>Une qUelCOn9Ue —nations 1 a 

dentif e - « qu'ii correspond a la sequence 

iaentifi<§ e sous le numero SEQ.ID13 

30 c h °L M ° tif d *™ C "°" di ^ * construction d- un pro m oteur 
cheque d- expression ou d-une sequence d-acide nucieique 

19 Z171 T" Sel ?" qUelC °"^ <*' indications 1 a 

identf caracterise en ce qu-ii correspond a la sequence 

identifiee sous le numero SEQ.ID14. 

35 41, Motif de quidage desoxynucleotidique de construction d'un 



promoteur chimerique d' expression ou d'une sequence d'acide 
nucleique promotrice isolee selon 1'une quelconque des 
revendicaticns 1 a 19 ou 23 a 33, caracterise en ce qu'il 
correspond a la sequence identifiee sous le numero SEQ ID15 
5 42, Motif de guidage desoxynucleotidique de construction d'un 
promoteur chimerique d' expression ou d'une sequence d'acide 
nucleique promotrice isolee selon 1'une quelconque des 
revendicaticns 1 a 19 ou 28 a 33, caracterise en ce qu'il 
correspond a la sequence identifiee sous le numero SEQ.ID16 
10 43, Motif de guidage desoxynucleotidique de construction d'un 
promoteur chimerique d' expression ou d'une sequence d'acide 
nucleique promotrice isolee selon 1'une quelconque des 
revendicaticns la 19 ou 28 a 33, caracterise en ce qu'il 
correspond a la sequence identifiee sous le numero SEQ.ID17 
.15 44, Motif de guidage descxynucleotidique.de construction d'un 
promoteur chimerique d' expression ou d'une sequence d'acide 
nucleique promotrice isolee selon 1'une quelconque des 
revendicaticns 1 a 19 ou 28 a 33, caracterise en ce qu'il 
correspond a la sequence identifiee sous le numero SEQ.ID18 
20 45, Vecteur ccmprenant un promoteur, ou une sequence d'acide 
nucleique promotrice, capable d'initier la transcription d'une 
sequence d'acide nucleique ccdant pour un polypeptide a 
prdduire, caracterise en ce que le promoteur ou la sequence 
d'acide nucleique promotrice isole correspond a un promoteur 
25 chimerique d' expression ou a une sequence d'acide nucleique 
promotrice selon 1'une quelconque des revendications 1 a 19 ou 
28 a 33. 

46, Vecteur selon la revendication 45, caracterise en ce qu'il 
est choisi dans le groupe consistant en les vecteurs binaires 

30 identifies sous les numeros PMRT1152, pMRT1171, pMRT1172. 

47, Procede d'obtention d'un promoteur chimerique d' expressic 
ou d'une sequence d'acide nucleique promotrice isolee selon 
1'une quelconque des revendications 1 a 19 ou 28 a 33, 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes consistant a : 

35 - effectuer une reaction de ligation en chaine, appelee 



Lon 



moins 



LCR, produisant un ADN simple brin continu a partir d'au ...... 

un motif desoxynucleotidique de construction choisi parrni le 
groupe consistant en les desoxynucleotides "sens" si, S2 , S3, 
S4, S5, S6, et S7 identifies sous les numeros SEQ.ID03, 
5 SEQ.ID09, SEQ.ID10, SEQ.ID11, SEQ.ID12, SEQ.ID13 et SEQ.ID14 
respect ivement, et au moins un motif de guidage 
desoxynucleotidique de construction de ladite sequence d' acide 
nucleique promotrice ou du promoteur choisi parmi le groupe 
consistant en les desoxynucleotides de guidage Gl, G2, G3, et G4 
10 identifies sous les numeros SEQ.ID15, SEQ.ID16, SEQ.ID17 et 
SEQ.ID18 respect ivement; 

- effectuer une amplification PGR sur le simple brin obtenu 
dans l'etape precedente permettant d'obtenirun ADN double brin 
correspondant au promoteur chimerique d' expression ou a la 

15 sequence d' acide nucleique promotrice; 

- eventuellement isoler le promoteur ou la sequence d' acide 
nucleique promotrice. 

48) Procede selon la revendication 47, caracterise en ce que 
l'on phosphoryle les motifs desoxynucleotidiques de construction 

20 avant ligation. 

49) Procede selon la revendication 47, caracterise en ce que la 
ligation s'effectue en presence d'au moins une ligase d' ADN dans 
un thermocycleur, selon les conditions suivantes : 

un cycle d' environ une minute a environ 94 °c ; 
25 - huit cycles identiques chacun compose de la succession 

d' etapes suivantes : 

- une minute a 65 °C, une minute a 57 °C, une minute a 52 °C, 
une minute a 48°C, une minute a 43°C et dix minutes a 37°C. 

50) Plante transgenique ayant integre de maniere stable dans 
30 son genome au moins un promoteur ou au moins une sequence 

d' acide nucleique promotrice selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 19 ou 28 a 33 respectivement . 

51) Plante transgenique selon la revendication 50, caracterisee 
en ce qu'elle est choisie parmi les especes dicotyledones, 

35 telles que la pomme de terre, le tabac, le coton, la laitue, la 



tomate, le melon, le concombre, le pois, le colza, la betterave 
ou le tournesor, ou les especes monocotyledones, telles que l e ' 
ble, l'orge, l'avoine, le riz, ou le mals. 

52) Propagule d'une plante transgenique selon 1'une quelconque 
5 des revendications 50 ou 51. 

53) Propagule d'une plante transgenique selon la revendication 
52, caracterisee en ce qu'elle est une semence. 

54) Cellule contenant un promoteur ou une sequence d'acide 
nucleique promotrice selon 1'une quelconque des revendications 1 

10 a 19 ou 28 a 33 respectivement . 

55) Cellule selon la revendication 54, caracterisee en ce 
qu'elle est une cellule vegetale. 

56) Methode d' expression d' une sequence d'acide nucleique, ou 
gene, codant pour un polypeptide a produire, dans une cellule 

.15 caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes consistant a :' 
- transformer la cellule avec un vecteur comprenant au 
" moins un promoteur ou au moins une sequence d'acide nucleique 
promotrice selon 1'une quelconque des revendications 1 a 19 ou 
28 a 33 ; 

20 - faire une culture de la cellule dans des conditions 

permettant 1' expression de la sequence d'acide nucleique, ou 
gene, codant pour le polypeptide. 

57, Methode selon la revendication 56, caracterisee en ce que 
la cellule est une cellule procaryote ou eucaryote. 

25 58) Methode selon 1'une quelconque des revendications 56 ou 57 
caracterisee en ce que la cellule est une cellule choisie dans' 
le groupe consistant en les cellules microbiennes, les cellules 
fongiques, les cellules d'insectes, les cellules animales, et 
les cellules vegetales. 

30 59) Methode selon 1'une quelconque des revendications 56 a 58 ■ 
caracterisee en ce que la cellule est une cellule vegetale 
60) Methode d'obtention d'une plante transgenique selon 1'une 
quelconque des revendications 50 ou 51, ou d'une propagule selon 
la revendication 52, caracterisee en ce qu'elle comprend les 
35 etapes consistant a : 
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- transformer une cellule vegetale avec un vecteur 
comprenant au moir.s un promoteur ou au moins une sequence 
d'acide nucleique promotrice selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 19 ou 28 a 33 ; 

- selectionner la cellule vegetale ayant integre le 
promoteur ou la sequence d'acide nucleique promotrice ; 

- propager la cellule vegetale transformee et selectionne 
soit en culture, soit par regeneration de plantes entieres 
chimeriques ou transgeniques . 
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